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TP MGF : ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DE BACTÉRIES

1. JOUR 1

1.1. ÉTUDE D'UN MÉLANGE POLYMICROBIEN

À partir des documents et du mélange bactérien « M » fournis, réaliser:
→ Une coloration de Gram.
→ Des isolements par la méthode des quadrants sur les milieux suivants :

– gélose BCP (gélose lactosée au bromocrésol pourpre).
– gélose Chapman.
– Gélose Drigalski.

→ Incuber les géloses ensemencées et identifiées pendant 24 heures à l'étuve à 37°C.

1.2. IDENTIFICATION D'UN BACILLE GRAM NÉGATIF

À partir des documents et de la souche pure présentée sur gélose notée « B + numéro » fournis :
→ Réaliser un test de pré-orientation de recherche de l'oxydase.
→ Ensemencer  une  galerie  miniaturisée  API  20  E  (système  miniaturisé  pour  l'identification  des

Enterobacteriaceae et autres bacilles Gram -).
→ Réaliser un isolement sur gélose nutritive ordinaire (GN ou GNO) pour contrôler la pureté de la souche.
→ Incuber les géloses ensemencées et identifiées pendant 24 heures à l'étuve à 37°C.

1.3. IDENTIFICATION D'UN COQUE GRAM POSITIF

À partir des documents et de la souche pure présentée sur gélose Chapman notée « C » fournis :
→ Réaliser un test de pré-orientation de recherche de la catalase.
→ Procéder à un test d'identification rapide de l'espèce Staphylococcus aureus.

2. JOUR 2

2.1. ÉTUDE D'UNE MÉLANGE POLYMICROBIEN

→ Réaliser l'observation macroscopique des colonies obtenues sur les différents milieux ensemencés.
→ Conclure.

2.2. IDENTIFICATION D'UN BACILLE GRAM NÉGATIF

→ Contrôler la pureté de la souche utilisée par lecture de la gélose nutritive ordinaire.
→ Révéler la galerie API 20 E.
→ Identifier l'espèce bactérienne par démarche dichotomique, et par démarche probabiliste.
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TP MGM : ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DE BACTÉRIES

COMPTE-RENDU

NOM – Prénom : 

1. ÉTUDE D'UN MÉLANGE POLYMICROBIEN

1.1. ÉTUDE MICROSCOPIQUE DU MÉLANGE BACTÉRIEN M

Schéma Micro-organisme 1 2 3

Morphologie

Taille

Groupement

Coloration

Titre : Proportion

1.2. EXAMEN MACROSCOPIQUE DES COLONIES OBTENUES APRÈS ISOLEMENTS

✔ Rappeler dans le tableau les caractéristiques des milieux ensemencés :

Gélose BCP Gélose Chapman Gélose Drigalski

Couleur initiale

Agent(s) sélectif(s)

Bactéries sélectionnées

Glucide (ou dérivés)

Indicateur de réaction

✔ Décrire les colonies obtenues sur les milieux ensemencés :

Colonies 1 Colonie 2 Colonie 3

Gélose
BCP

Gélose
Drigalski

Gélose
Chapman

✔ Conclure.
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2. IDENTIFICATION D'UN BACILLE GRAM NÉGATIF       SOUCHE N° :

✔ Compléter le tableau de résultats suivant :

Milieu Test Observation Interprétation

X Coloration de Gram bactéries en forme de bâtonnets,
roses, isolés

Bacille Gram -

GNO (1) Recherche de l'oxydase

Pré-orientation :

GNO (2) Vérification de la pureté

Conclusion :

Galerie
miniaturisée

API 20 E

Conclusion : 
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✔ À partir des résultats obtenus et consignés dans le tableau précédent, construire l'arbre dichotomique
d'identification de la souche étudiée.

✔ Compléter la fiche d'identification de la galerie miniaturisée API 20 E avec le code d'identification, la
souche identifiée et le pourcentage d'identification.

ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA OX

1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4

Identification : % d'identification : 

✔ Commentaires éventuels :
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3. IDENTIFICATION D'UN COQUE GRAM POSITIF

✔ Compléter le tableau de résultats suivant :

Milieu Sélectivité / Test Observation Interprétation

Coloration de Gram bactéries rondes, violettes, isolés,
en grappes

Coque Gram +

Gélose
Chapman

Recherche de la
catalase

Conclusion : 

X

Recherche de la
protéine A et du

récepteur au
fibrinogène

(test
d'agglutination
Slidex Staph Kit)

Schéma :

Conclusion : 

✔ À partir des résultats obtenus et consignés dans le tableau précédent, construire l'arbre dichotomique
d'identification de la souche étudiée.
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TP MGM : ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DE BACTÉRIES

DOSSIER SCIENTIFIQUE ET TECHNIQUE

Fiche n°1 : Morphologies bactériennes et modes de groupement

Fiche n°2 : Coloration de Gram

Fiche n°3 : Milieux de base

Fiche n°4 : Gélose BCP (gélose lactosée au bromocrésol pourpre)

Fiche n°5 : Gélose Chapman

Fiche n°6 : Gélose Drigalski

Fiche n°7 : Examen macroscopique des colonies

Fiche n°8 : Tests de pré-orientation : oxydase et catalase

Fiche n°9 : Galerie d'identification miniaturisée API 20 E

Fiche n°10 : Démarche dichotomique d'identification de certaines espèces
d'entérobactéries à partir du caractère « Lactose »

Fiche n°11 : Démarche dichotomique d'identification de certaines espèces
d'entérobactéries à partir du caractère « TDA »

Fiche n°12 : Méthode d'identification par méthode probabiliste

Fiche n°13 : Démarche dichotomique d'identification des coques Gram+,
           catalase +

Fiche n°14 : Identification rapide de Staphylococcus aureus par recherche de la
protéine A et du récepteur au fibrinogène par test d'agglutination

Fiche n°15 : Démarche dichotomique d'identification des coques Gram +,
                                            catalase -
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FICHE N°1 : MORPHOLOGIES BACTÉRIENNES
ET MODES DE GROUPEMENT
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FICHE N°2 : COLORATION DE GRAM

Coloration de base de la bactériologie, découverte d’une manière fortuite par M. GRAM en 1883.

1. BUT

Faire une orientation vers un groupe bactérien, famille ou genre = 1ère étape de la démarche d'identification.

2. PRINCIPE

C’est une coloration double, différentielle.

Elle dépend de la composition chimique de la paroi de la bactérie et, par conséquence, la dissolution par
l'alcool plus ou moins rapide des complexes colorés formés.

f        Structure pariétale des bactéries Gram -

    

1) Les bactéries fixées sur le frottis sont imprégnées d’un premier colorant : le violet de gentiane ou le
cristal violet.

2) Le colorant est fixé par un "mordant" : le  lugol (= étape de mordançage : technique qui renforce la
coloration par formation d'un précipité).

3) On fait agir un décolorant : l’alcool. C’est l’étape de différenciation :
➢ Les bactéries Gram + résistent à cette décoloration  : l’épaisse couche de peptidoglycane qui

constituent leur paroi retient davantage le colorant.
Les bactéries apparaissent colorées en violet.

➢ Les bactéries Gram – ont une paroi désorganisée par l’alcool : elles sont décolorées.

4) Pour rendre visibles les bactéries Gram – décolorées par l'alcool, on utilise un second colorant ayant
une teinte contrastante, rose : la fuschine ou la safranine.
Les bactéries Gram – apparaissent colorées en rose.

1/2

Structure pariétale des bactéries Gram +
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3. TECHNIQUES

3.1. RÉALISATION D'UN FROTTIS

La réalisation du frottis est une étape préalable à la coloration. Elle s’effectue en trois temps :
1) É  talement de la préparation   :

→ Utiliser une lame propre, sèche et dégraissée.
→ Étaler  une goutte de suspension bactérienne en un film mince et  régulier  par  mouvement

régulier et circulaire à l’aide de l’anse.
→ Faire un étalement de 2 à 3 cm de diamètre en décrivant des spirales partant du centre vers

l’extérieur puis de l’extérieur vers le centre sans trop appuyer.
2) Séchage du frottis   :

→ Sécher le frottis à proximité du bec électrique. Il est sec lorsqu’il a un aspect mat.
3) Fixation du frottis   :

C’est le procédé qui consiste à tuer les bactéries sans altérer la structure et à les fixer sur la lame.
→ Verser sur la lame de l’alcool à 90° (ne pas verser l’alcool directement sur le frottis mais le

recouvrir lentement, et ne pas faire déborder pour ne pas lessiver le frottis).
→ Laisser en contact 3 minutes.
→ Égoutter l’alcool restant.
→ Rincer à l’eau distillée à l’aide de la pissette.
→ Laisser sécher la lame à proximité du bec électrique.

3.2. COLORATION DE GRAM

Sur un frottis fixé, sec et refroidi, réaliser les étapes de colorations suivantes :
→ Colorer au violet de gentiane : plonger la lame dans le bain de violet pendant 1 minute.
→ Rincer la lame à l’eau courante (bien égoutter la lame).
→ Fixer le violet avec du lugol : plonger la lame dans le bain de lugol pendant 1 minute.
→ Rincer la lame à l’eau courante (bien égoutter la lame).
→ Décolorer à  l’alcool :  faire couler  sur  la  lame de l’alcool  jusqu’à ce que l’alcool  n’entraîne plus de

colorant : environ 5 secondes.
→ Arrêter alors immédiatement la décoloration par un rinçage à l’eau courante.
→ Colorer à la fuchsine : plonger la lame dans le bain de fuchsine pendant 1 minute.
→ Rincer la lame à l’eau courante (bien égoutter la lame).
→ Laisser sécher complètement (entre deux feuilles de papier filtre, sans frotter).

4. OBSERVATION

→ Observer à l’objectif à immersion x 100 avec une goutte d’huile à immersion.
→ Régler l’éclairage en pleine lumière (condenseur haut et diaphragme ouvert).
→ Noter : - la coloration : bactérie Gram + : violette / bactérie Gram - : rose.

- la morphologie (description détaillée de la forme).
- les groupements (indispensable pour les Gram +).
- les proportions relatives des divers types de bactéries selon la morphologie et le Gram dans

le cas d’un mélange.

2/2
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FICHE N°3 : MILIEUX DE BASE

Les milieux de base sont recommandés pour la culture de  micro-organismes non-exigeants quant à leurs
besoins nutritifs.

1. BOUILLON NUTRITIF ORDINAIRE (BNO)

CONSTITUANTS CONCENTRATIONS RÔLES

Peptone trypsique 6,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Extrait de boeuf 1,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Extrait de levure 1,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Chlorure de sodium 5,0 g∙L-1 Équilibre électrique et osmotique

Eau qsp 1 L Hydratation

pH ≈ 6,5

Milieu non sélectif permettant la culture des espèces non-exigeantes ;
Milieu nutritif de base, absence de glucides fermentescibles, d'indicateur coloré et d'inhibiteur.

2. G  É  LOSE NUTRITIVE ORDINAIRE (GNO)  

CONSTITUANTS CONCENTRATIONS RÔLES

Peptone trypsique 6,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Extrait de boeuf 1,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Extrait de levure 1,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Chlorure de sodium 5,0 g∙L-1 Équilibre électrique et osmotique

Agar 15,0 g∙L-1 Solidification / Gélification

Eau qsp 1 L Hydratation

pH ≈ 7,4

Consistance du milieu Solide

Sélectivité du milieu
(si sélectivité, préciser)

Milieu non sélectif (Il est cependant possible de rajouter divers antibiotiques
pour rendre le milieu sélectif)
Milieu  nutritif  de  base,  absence  de  glucides  fermentescibles,  d'indicateur
coloré et d'inhibiteur.

Résultat(s) attendu(s)

Culture des espèces non exigeantes :
- Contrôle de la pureté de la souche.
- Différenciation des colonies dans le cas d'un mélange polymicrobien.
- Réalisation des tests enzymatiques de pré-orientation (oxydase et catalase).
- Réalisation de tests d'agglutination d'identification.
- Réalisation de suspension bactérienne.

1/2
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3. G  É  LOSE TRYPTICASE-SOJA (GTS)  

Pour la culture de micro-organismes exigeants, on peut utiliser des milieux plus riches.

CONSTITUANTS CONCENTRATIONS RÔLES

Peptone trypsique de caséine 15,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Peptone papaïnique de soja 5,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Chlorure de sodium 5,0 g∙L-1 Équilibre électrique et osmotique

Agar 15,0 g∙L-1 Solidification / Gélification

Eau qsp 1 L Hydratation

pH ≈ 7,3

Consistance du milieu Solide

Sélectivité du milieu
(si sélectivité, préciser)

Milieu non sélectif (Il est cependant possible de rajouter divers antibiotiques
pour rendre le milieu sélectif)
Milieu nutritif de base (plus enrichi que la GNO)

Résultat(s) attendu(s)

Culture de toutes les espèces peu ou pas exigeantes :
- Contrôle de la pureté de la souche.
- Différenciation des colonies dans le cas d'un mélange polymicrobien.
- Réalisation des tests enzymatiques de pré-orientation (oxydase et catalase).
- Réalisation de tests d'agglutination d'identification.
- Réalisation de suspension bactérienne.

2/2
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FICHE N°4 : GÉLOSE BCP
(gélose lactosée au bromocrésol pourpre)

CONSTITUANTS CONCENTRATIONS RÔLES

Peptone 5,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Extrait de viande 3,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Lactose 10,0 g∙L-1 Source de carbone et d'énergie

Bromocrésol Pourpre 10,0 g∙L-1 Indicateur coloré de pH
(jaune en milieu acide / violet en milieu basique)

Agar 15,0 g∙L-1 Solidification / Gélification

Eau qsp 1 L Hydratation

pH ≈ 6,8

Consistance du milieu Solide

Sélectivité du milieu
(si sélectivité, préciser)

- Milieu non sélectif.
- Mise en évidence de l'acidification du milieu due à l'utilisation du lactose par

fermentation.

Résultat(s) attendu(s)

Milieu violet :

Absence  d'acidification  du  milieu.  La
souche ne fermente pas le lactose.

 Souche Lactose -

Milieu jaune :

Acidification  du  milieu  due  à  la
fermentation du lactose par la souche.

 Souche Lactose +
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FICHE N°5 : GÉLOSE CHAPMAN

CONSTITUANTS CONCENTRATIONS RÔLES

Peptones 10,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Extrait de viande de boeuf 1,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Chlorure de sodium 75,0 g∙L-1 À cette concentration = inhibiteur
Sélection des souches halophiles

Mannitol 10,0 g∙L-1 Source de carbone et d'énergie

Rouge de phénol 0,025 g∙L-1 Indicateur coloré de pH :
(jaune en milieu acide / rouge en milieu basique)

Agar 15,0 g∙L-1 Solidification / Gélification

Eau qsp 1 L Hydratation

pH ≈ 7,4

Consistance du milieu Solide

Sélectivité du milieu
(si sélectivité, préciser)

- Sélection des espèces halophiles.
- Sélection des coques Gram +, catalase +.
- Mise en évidence de l'acidification du milieu due à l'utilisation du mannitol.

Résultat(s) attendu(s)

Présence de colonies + milieu rouge :

Pas  d'utilisation  du  mannitol  par  la
souche

 Souche halophile Mannitol -

Présence de colonies + milieu jaune :

Utilisation du mannitol par la souche

 Souche halophile Mannitol +
 Suspicion de Staphylococcus aureus si

les colonies sont dorées
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FICHE N°6 : GÉLOSE DRIGALSKI

CONSTITUANTS CONCENTRATIONS RÔLES

Peptone 15,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Extrait de viande 3,0 g∙L-1 Source d'azote organique (acides aminés, peptides)

Extrait de levure 3,0 g∙L-1 Source d'acides aminés et de vitamines

Lactose 15,0 g∙L-1 Source de carbone et d'énergie

Désoxycholate de
sodium

1,0 g∙L-1 Inhibiteur des bactéries Gram +, sauf le genre Enterococcus
Sélection des bactéries entériques Gram -

Cristal violet 0,005 g∙L-1 Inhibiteur des bactéries Gram +
Sélection des bactéries Gram -

Bleu de bromothymol 0,080 g∙L-1 Indicateur coloré de pH
(jaune en milieu acide / vert-bleu en milieu neutre et basique)

Thiosulfate de sodium 1,0 g∙L-1 Équilibre électrique et osmotique

Agar 11,0 g∙L-1 Solidification

Eau qsp 1 L Hydratation

pH ≈ 7,4

Consistance du milieu Solide

Sélectivité du milieu
(si sélectivité, préciser)

- Sélection des bactéries Gram - de culture facile

Résultat(s) attendu(s)

Présence de colonies + milieu vert-bleu :

Absence  d'acidification du  milieu.  La  souche
ne fermente pas le lactose.

 Souche Lactose -

Présence de colonie + milieu jaune :

Acidification du milieu due à la fermentation
du lactose par la souche.

 Souche Lactose +
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FICHE N°7 : EXAMEN MACROSCOPIQUE DES COLONIES

1. CONDITIONS DE L'EXAMEN MACROSCOPIQUE DES COLONIES

L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué à partir de l'isolement après incubation.

2. ASPECT DES COLONIES

La description des colonies doit mentionner plusieurs éléments :
Techniques

d’observation

Forme
Observation vue

de dessus

Élévation Observation vue
de profil

Bord
Observation vue

de dessus

Pigmentation crème jaune rouge verdâtre Orange …
Observation de
la couleur de la

colonie

Taille D < 1 mm
Petite

1 mm < D < 3 mm 
Moyenne

D > 3 mm
Grande

Mesure du
diamètre (D) à

l’aide d’une règle
graduée

Opacité transparente translucide opaque

Observation du
passage de la

lumière à travers
la colonie

Consistance Homogène ou crémeuse
(facile à prélever)

Grumeleuse
(difficile à prélever)

Filante ou muqueuse
(prélèvement avec

des fils)

Observation lors
du prélèvement

à l'anse

Surface
Lisse (si brillant)

Rugueuse (si terne, mat) Observation vue
de dessus

3.  LES TROIS PRINCIPAUX TYPES DE COLONIES

En rassemblant les critères précédemment décrits, trois sortes de colonies peuvent être distinguées :

TYPES DE COLONIES CRITÈRES D'OBSERVATION

S (= smooth = lisse) Colonies à surface lisse et bords réguliers, bombées, de consistance crémeuse et
donnant des suspensions homogènes.

R (= rough = rugueuse) Colonies à surface rugueuse et bord dentelés, plates, de consistance sèche et donnant
des suspensions hétérogènes.

M (= mucous = muqueuse) Colonies à surface lisse et bords réguliers, bombées, filantes sous l'anse er donnant
des suspensions hétérogènes
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FICHE N°8 : TESTS DE PRÉ-ORIENTATION : OXYDASE ET CATALASE

RECHERCHE DE LA CATALASE RECHERCHE DE L'OXYDASE

INTÉRÊT Ce  test  est  essentiel  pour  pré-orienter
l’identification des bactéries Gram +.

Ce  test  est  essentiel  pour  pré-orienter
l’identification des bactéries Gram -.

PRINCIPE

On  recherche  la  présence  d’une  enzyme
respiratoire : la catalase.

Si  la  bactérie  possède cette enzyme,  elle  est
capable de réaliser la réaction suivante :

Catalase
                     2 H2O2                     2 H2O + O2

On  recherche  la  présence  d'un  complexe
cytochrome  oxydase  dans  une  chaine
respiratoire.

Si  la  bactérie  possède  ce  complexe,  elle  est
capable  d’oxyder  un  substrat  incolore (N-N-
diméthyl-paraphénylène-diamine)  en  son
produit rose violacé :

Cytochrome oxydase
Substrat réduit                                Produit oxydé
    (incolore)                                       (rose / violet)

TECHNIQUE

→ Sur une lame, placer une goutte d’eau
oxygénée (H2O2).

→ Prélever un peu de culture sur milieu
solide à l’aide d’une pipette Pasteur et
la placer dans le liquide sans agiter.

→ Sur  une  lame,  imbiber  1/2  disque
oxydase avec une goutte de réactif.

→ Déposer  un  peu  de  culture  à  l’aide
d’une pipette Pasteur boutonnée puis
observer.

LECTURE DES
 RÉSULTATS

Observation Interprétation Observation Interprétation

Absence de bulles → Souche catalase - Disque incolore → Souche oxydase -

Présence de bulles → Souche catalase + Tâche violette → Souche oxydase +

CAUSES D'ERREURS
ET PRÉCAUTIONS

Ne pas prélever  les  bactéries  sur  une gélose
contenant  du  sang  :  l’hémoglobine  peut
décomposer l’eau oxygénée et  donner lieu à
des faux positifs. 

- Ne pas prélever les bactéries avec une anse
métallique.
- Ne pas humidifier trop fortement le disque.
- Prélever suffisamment de bactéries .

Pré-orientation de l'identification des principaux genres et familles bactériennes

Coques
Gram +

Catalase + Genre Staphylococcus
Genre Micrococcus

Catalase - Genre Streptococcus 
Genre Enterococcus

Gram - Oxydase + Genre Neisseria
Genre Moraxella

Bacilles

Gram +
Grands

Catalase + Genre Bacillus

Catalase - Genre Lactobacillus
Genre Clostridium

Petits Catalase + Genre Listeria
Genre Corynebacterium

Gram -
Oxydase + Famille des Vibrionaceae

Genre Pseudomonas et apparentés

Oxydase - Famille des Enterobacteriaceae
Genre Acinetobacter
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FICHE N°9 : GALERIE MINIATURISÉE D'IDENTIFICATION API 20 E

1. PRÉSENTATION GÉNÉRALE

La galerie miniaturisée  API 20 E est un système standardisé pour l'identification des  Enterobacteriaceae  et
autres bacilles Gram - non fastidieux, comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés.

La  galerie  API  20  E  comporte  20  microtubes contenant  des  substrats  déshydratés.  Les  microtubes  sont
inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période
d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par l'addition de réactifs.
La lecture de ces réactions se fait à l'aide d'un tableau de lecture.

Les réactions se traduisent, après incubation, par des virages colorés (spontanés ou révélés par des réactifs) 

2. MÉTHODOLOGIE

1/2
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3. LECTURE

La lecture des résultats est donnée par le tableau suivant :

4. IDENTIFICATION BACTÉRIENNE

L'identification bactérienne peut s'effectuer :
– par démarche dichotomique.
– Par obtention d'un code d'identification et la consultation d'un catalogue d'identification API 20 E.
– Par l'outil de logiciels ou de sites en ligne :

https://lab.upbm.org/identifieur/ 2/2
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FICHE N°10 : DÉMARCHE DICHOTOMIQUE D'IDENTIFICATION DE
CERTAINES ESPÈCES D'ENTÉROBACTÉRIES À PARTIR DU CARACTÈRE

« LACTOSE »
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FICHE N°11 : DÉMARCHE DICHOTOMIQUE D'IDENTIFICATION DE CERTAINES
ESPÈCES D'ENTÉROBACTÉRIES À PARTIR DU CARACTÈRE « TDA »
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FICHE N°12 : MÉTHODE D'IDENTIFICATION PAR MÉTHODE PROBABILISTE

1. PRINCIPE DE BASE DE L'IDENTIFICATION PAR LA MÉTHODE PROBABILISTE

Sur le tableau d'identification des galeries miniaturisée API, figure une base  de données qui sert à calculer pour chaque
souche la probabilité d'observer le profil biochimique obtenu expérimentalement.

La souche inconnue est identifiée à la souche pour laquelle la probabilité est la plus forte.

2. MÉTHODE DE CALCUL

– Soit un extrait du tableau de résultats de la galerie miniaturisée API 20 E :

ONPG ADH LDC ODC CIT

Escherichia coli 1 88 5 74 70 0

Klebsiella pneumoniae pneumoniae 100 0 73 0 79

Proteus mirabilis 1 1 1 98 57

Les chiffres indiqués dans le tableau représentent le pourcentage de résultat positif de la souche considérée pour le test
considéré (pour obtenir la probabilité de résultat positif, on divise le chiffre par 100).

Exemple : 
D'après l'extrait du tableau de résultats :

- 100 % des souches de Klebsiella pneumoniae pneumoniae sont ONPG + (probabilité de 1).
- 0 % des souches de Klebsiella pneumoniae pneumoniae sont ADH + (probabilité de 0).
- 73 % des souches de Klebsiella pneumoniae pneumoniae sont LDC + (probabilité de 0,73).
- 0 % des souches de Klebsiella pneumoniae pneumoniae sont ODC + (probabilité de 0).
- 79 % des souches de Klebsiella pneumoniae pneumoniae sont CIT + (probabilité de 0,79).

– Soit le profil biochimique obtenu pour la souche à identifier :

ONPG ADH LDC ODC CIT

Souche à identifier - - - + -

Les probabilités d'obtenir ce profil pour les trois souches pris en exemple sont les suivantes :

- Pour Escherichia coli 1 : (1 - 0,88) x (1 - 0,05) x (1 - 0,74) x 0,70 x (1 - 0) = 0,020748.
La probabilité pour que la souche à identifier soit  Escherichia coli 1 est 0,02078, soit
2,07 %.

- Pour Klebsiella pneumoniae pneumoniae : (1 - 1) x (1 - 0) x (1 - 0,73) x (1 - 1) x (1 - 0,79) = 0
La probabilité pour que la souche à identifier soit Klebsiella pneumoniae pneumoniae
est 0, soit 0 %. La probabilité d'identification de la souche à identifier avec cette souche
est nulle, donc impossible.

- Pour Proteus mirabilis : (1 - 0,01) x (1 - 0,01) x (1 - 0,01) x 0,98 x (1 - 0,57) = 0,408884.
La probabilité pour que la souche à identifier soit Proteus mirabilis est 0,408884, soit
40,9 %.

Les résultats obtenus avec ce profil biochimique partiel montrent que la probabilité la plus forte est en faveur de la
souche Proteus mirabilis. Pour valider cette identification, il faut calculer avec le profil biochimique complet.
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FICHE N°13 : DÉMARCHE DICHOTOMIQUE D'IDENTIFICATION
DES COQUES GRAM +, CATALASE +
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FICHE N°14 : IDENTIFICATION RAPIDE DE Staphylococcus aureus
PAR RECHERCHE DE LA PROTÉINE A ET DU RÉCEPTEUR AU FIBRINOGÈNE

PAR TEST D'AGGLUTINATION
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FICHE N°15 : DÉMARCHE DICHOTOMIQUE D'IDENTIFICATION
DES COQUES GRAM +, CATALASE -
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Coques Gram + / Catalase -

ne pousse pas sur BEA pousse sur BEA, hydrolyse l’esculine

Enterococcus
Streptococcus D

autres
Streptococcus 

colonie sur gélose au sang

β - hémolytique α - hémolytique  non-hémolytique

présomption de streptocoques 
A, B, C, G, F, L... 

présomption de Pneumocoque et 
autres Streptocoques α-

hémolytique 

présomption d’Entérocoques et 
autres Streptocoques non-

hémolytiques

GROUPAGE
ANTIGENIQUE

Caractère  d’orientation vers
pneumocoques : aspect des colonies,

capsule, agglutination par les anticorps
anti-capsulaires

Identification du 
groupe

positif négatif

conclure Streptococcus 
pneumoniae

confirmer par le test à
l’optochine

si pas d’identification du
groupe par la méthode

utilisée

ensemencer une galerie
Api Strep

Test de pré-identification     :   (pour les streptocoques groupables et Streptococus 
pneumoniae)

- Recherche de la sensibilité à :
- bacitracine
- optochine
- SXT

- Camp test 
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