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Les milieux de culture des micro-organismes

À l’aide des documents joints, présenter l’intérêt, la composition et l’utilisation des milieux de culture.

Document n°1 : Choix d’un milieu de culture en fonction du type de prélèvement

Prélèvement contaminé par une flore endogène Prélèvement théoriquement stérile
Exemple  : Selles Exemples  : urine, LCR

Milieux sélectifs :  Milieu non sélectif : Milieu enrichi :
           gélose SS, Hektoen…         BCP, CLED gélose au sang cuit

Document n° 2 : Caractéristiques du milieu de Drigalski

Milieu utilisé pour la recherche et le dénombrement des entérobactéries et des coliformes pour les analyses 
d'hygiène alimentaire et les analyses médicales (recherche des entérobactéries dans les selles, les urines...). 
Ce milieu s'ensemence par étalement en surface d'un volume d'inoculum précis pour un dénombrement ou en 
strie et par quadrant pour un isolement.

Composition pour 1 L :

Document n°3 : La microgalerie API Candida

API Candida est un système standardisé pour l'identification en 18-24 heures des levures, notamment les plus 
fréquemment rencontrées en microbiologie clinique.

GLU : utilisation du glucose MAL : recherche de la maltosidase
GAL : utilisation du galactose AMY : recherche de l’amylase
SAC : utilisation du saccharose XYL : recherche de la xylosidase
TRE : utilisation du trehalose URE : recherche de l’uréase
RAF : utilisation du raffinose NAG : recherche de la glucosaminidase

GAL : recherche de la galactosidase
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Milieux sélectifs et/ou différentiels

Développer ces notions en incluant dans votre présentation les éléments présentés dans l'annexe ci-dessous.

Document n°1 : Cellules de levure observées au microscope électronique

A : En anaérobiose      B : En aérobiose

Document n°2 : Caractéristiques de la gélose Sabouraud-Chloramphénicol

Document n°3 : La microgalerie API Candida

API Candida est un système standardisé pour l'identification en 18-24 heures des levures, notamment les plus 
fréquemment rencontrées en microbiologie clinique.

a) Exemples de résultats

GLU : utilisation du glucose MAL : recherche de la maltosidase
GAL : utilisation du galactose AMY : recherche de l’amylase
SAC : utilisation du saccharose XYL : recherche de la xylosidase
TRE : utilisation du trehalose URE : recherche de l’uréase
RAF : utilisation du raffinose NAG : recherche de la glucosaminidase

GAL : recherche de la galactosidase

b) Extrait du tableau d’identification de la galerie API Candida

Mitochondrie 
(production d'énergie 
chimique sous forme 

d'ATP grâce à la 
respiration cellulaire)
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Procédure de recherche du genre Salmonella dans les denrées alimentaires

À travers l’étude des documents, expliquer le principe et l’intérêt des différentes étapes de cette recherche.

Document n°1 : Exemple de démarche

1) Placer 10 g de produit à analyser dans 90 mL d’eau peptonée tamponnée. Incuber 24 heures à 37°C.
2) Ensemencer 10 mL de bouillon sélénite avec 0,1 mL de la culture. Incuber 24 heures à 37°C.
3) À partir du bouillon d’enrichissement, ensemencer par stries une gélose VB-RP et une gélose Rambach.
4) À partir des colonies suspectes, réaliser un test rapide de recherche de l'uréase.
5) Si suspicion de Salmonella, ré-isoler sur gélose ordinaire et incuber 24 heures à 37°C.

Ensemencer une galerie d’identification biochimique et incuber 24 heures à 37°C.
6) Procéder éventuellement à une identification immunologique.

Document n°2 : Composition des milieux de culture

        Gélose VB-RP (en g.L-1)                      Gélose Rambach
              

Document n°3 : Utilisation de quelques molécules par différentes entérobactéries

Lactose Arabinose Saccharose Propylène glycol
Salmonella - + - +

Escherichia coli + + - +
Morganella - - - -
Klebsiella + + + +

Proteus mirabilis - - - -

Document n°4 : Extrait d'un tableau de lecture de la galerie miniaturisée d'identification API 20 E

ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE

Salmonella choleraesuis 0 22 97 97 4 65 0

Salmonelle paratyphi A 0 1 0 99 0 5 0

Salmonella spp 3 69 96 95 75 85 0

Salmonella typhi 0 2 99 0 0 8 0

Le mélange chromogène contient  :
- Un indicateur de pH qui vire au rouge 

en milieu acide.
- Un substrat chromogène de la β-

galactosidase qui génère un composé 
bleu après hydrolyse.
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La recherche de Salmonella

À travers l’étude des documents, expliquer le principe et l’intérêt des différentes étapes de cette recherche.

Document n°1 : Exemple de démarche

1) Pré-enrichissement :
Placer 10 g de produit à analyser dans 90 mL d’eau peptonée tamponnée. Incuber 24 heures à 37°C.

2) Enrichissement :
Ensemencer 10 mL de bouillon au vert de malachite et chlorure de magnésium avec 0,1 mL de la culture de pré-
enrichissement.
Incuber 24 heures à 37°C.

3) Isolement :
À partir du bouillon d’enrichissement, ensemencer par stries une gélose VB-RP et une gélose Hektoen.

4) Purification et identification biochimique et immunologique :
Isoler sur gélose ordinaire chaque colonie suspecte (jusqu’à 5) et incuber 24 heures à 37°C.
Pour chaque colonie réisolée, ensemencer une galerie pour l’identification biochimique et incuber 24 heures à 37°C.
Identifier la souche du point de vue biochimique et procéder si nécessaire à une identification immunologique.

Doc n°2 : Milieux d’enrichissement pour Salmonella  Doc n°3 : Milieux d’isolement pour Salmonella

        

Document n°4 : Caractères biochimiques de Salmonella
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Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus

À travers l’étude des documents, expliquer le principe et l’intérêt des différentes étapes de cette recherche.

Document n°1 : Exemple de démarche 

1) Placer 10 g de produit à analyser dans 90 mL d’eau physiologique.
2) Étaler 0,1 mL de la dilution en surface d’un milieu Baird-Parker.
3) À partir de chaque colonie suspecte, ensemencer un bouillon cœur-cervelle et incuber 24 h à 37°C.
4) Procéder  à  une  recherche  de  thermonucléase  ou  à  un  test  rapide  de  recherche  du  récepteur  au 

fibrinogène (agglutination sur lame).

Document n°2 : Caractéristiques de la gélose Baird-Parker

Milieu  utilisé  en  microbiologie  alimentaire  pour  l’isolement  et  la  numération  des  bactéries  du  genre 
Staphylococcus.
Pour une recherche à partir d’un bouillon d’enrichissement, on réalise un isolement classique.
Pour une numération de Staphylococcus aureus, on étale en surface du milieu 0,1 mL du produit pur ou dilué.
Staphylococcus aureus donne des colonies brillantes de 0,5 à 2 mm de diamètre :

• noires → tellurite +.
• éventuellement entourées d’un liseré blanc opaque → lécithinase +.
• entourées d’un halo clair → protéinase +.

Composition pour 1L :

Nb : La réduction du tellurite génère des tellures noirs Colonies de Staphylococcus aureus sur Baird-Parker

Document n°3 : Recherche de la thermonuclease de S. aureus sur gélose à l’ADN au bleu de toluidine.

1 :  Puits  ensemencé  par  une  suspension  de  Staphyloccus  
aureus non chauffée.
2 : Puits ensemencé avec du milieu de culture stérile.
3  et  4 :  Puits  ensemencés  par  une  suspension  bactérienne 
pure chauffée 15 minutes à 100°C.

La  thermonucléase  est  une  enzyme  thermorésistante  qui 
hydrolyse l'ADN.
L'espèce Staphylococcus aureus est pourvue de cette enzyme.

La gélose à l'ADN contient de l'ADN qui apparaît bleu, alors 
que  les  produits  d'hydrolyse  de  l'ADN  donne  un  halo  de 
couleur rose.

1 2

3 4
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Notion de milieu minimum

Après avoir présenter les différents types trophiques des micro-organismes et leurs caractéristiques, analyser 
la composition du milieu minimum proposé, afin d’en déduire les micro-organismes qui pourrait cultiver sur ce  
milieu.

Chlorure d’ammonium 1 g
Monohydrogénophosphate de potassium 1 g
Sulfate de magnésium 0,2 g
Sulfate de fer     0,01 g
Chlorure de calcium    0,01 g
Eau distillée    qsp 1 L
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Les facteurs de croissance

Après avoir défini les facteurs de croissance, présenter la méthode de dosage microbiologique de ceux-ci en 
s'appuyant sur le document ci après.
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Dégager, à partir de l’étude des exigences nutritionnelles minimales d’un micro-organisme, 
les notions d’autotrophie, d’hétérotrophie, de facteur de croissance et de facteur limitant.
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Les milieux sélectifs et/ou différentiels

Développer ces notions en incluant dans la présentation le milieu proposé ci-dessous.

Peptone
Extrait de viande

Lactose
Citrate de sodium
Citrate de fer III

Sels biliaires
Vert brillant

Rouge neutre
Thiosulfate de sodium

Agar
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Identification bactérienne et milieux de culture

À l’aide du document, préciser la notion de milieu sélectif et discuter de l’importance de l’utilisation de 
ce type de milieu pour l’identification bactérienne.
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Milieux de culture et besoins nutritionnels

Après  avoir  proposé  une  classification  des  milieux  de  culture  en  fonction  de  leur  composition, 
analyser les expériences suivantes :

Note : la présence d'un trouble indique une croissance bactérienne.



CPGE « Technologie et Biologie » Biotechnologies

INTERROGATION ORALE

Milieux de culture

Milieux de culture : classification, préparations et utilisations


