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Notre étude  a été réalisée dans  plusieurs unités : 

 Service gastro-entérologie CHU Mustapha Bacha(Alger) ;  Service médecine interne 

CHU Kouba(Alger) ; Service médecine interne CHU Beni Messouse(Alger) pour le 

recueil des biopsies intestinales (deux  fragments dans le formol à 10% et deux autre 

dans l’eau physiologique). 

  Service d’anatomo-pathologique et cytologique CHU Médéa: Examen anatomo-

pathologique des biopsies intestinales. 

  Service microbiologie Laboratoire des analyses médicales Ain defla « Clinique de Dr 

Zibouche » : Examen bactériologique des biopsies intestinales. 

1. Matériel : 

1.1. Matériel biologique : 

Des biopsies intestinales sont obtenus à partir des 15 patients représentant la MC iléale 

et colique,   (diagnostiqués) ayant subis une endoscopie basse (coloscopie de contrôle), pour 

la recherche des Map et l’examen bactériologique ; deux fragments sont mise dans du sérum 

physiologique conserver à 4°C ; les biopsies doivent être prélevées à partir de muqueuse 

pathologique et sain pour l’examen bactériologique ; et deux fragments biopsiques prélevées à 

partir de muqueuse pathologique inclus dans le formol à 10% pour l’examen anatomo-

pathologique. Les caractéristiques  des patients sont représentées dans le tableau 2. 

Tableau 2 : caractérisation des patients. 

Nombre 

des 

Patients 

Sexe Age 

(ans) 

Durée 

de la 

maladie 

Diagnostic/ localisation Chirurgie 

01 Homme 32 4 ans MC iléo-colique Non 

01 Femme 41 18 ans MC diffuse, plusieurs 

localisations 

Colectomie partielle (partie 

distale de colon droit) 

02 Homme 39 6 ans MC iléale Non 

02 Homme 25 3 ans MC colique Non 

02 Femme 17 8 mois MC iléale Non 

02 Femme 22 3 ans MC iléo-caecale Non 

02 Femme 53 14 ans MC iléale Non 

03 Femme 23 3 ans MC colique Non 

 

Des selles des mêmes patients (5 parmi 15 patients) ont été ramenées dans des pots en 

plastiques stériles pour la comparaison des résultats bactériologiques. 
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Une pièce opératoire d’une femme âgée 39 ans, subit une colectomie le 20/04/2015 dans 

le CHU Médéa (service de médecine interne), la patiente présente un échec au traitement 

depuis un mois avec une colite grave et des sténoses explorer par coloscopie, l’examen 

anatomo-pathologique sur la pièce a pour but de comparer les aspects histologiques des 

biopsies coliques et de la pièce opératoire.                                                                                        

1.2. Milieux de culture  

• Milieu Hektoen (Institut Pasteur Alger) a été utilisé pour l’isolement des Gram 

négatifs entéropathogènes (E. Coli, S.typhi).  

• Milieu Brain Heart Infusion Broth « BHIB », (Institut Pasteur, Alger) a été utilisé pour 

le broyage des biopsies intestinales et l’enrichissement des selles. 

• Milieu Macconkey (Institut Pasteur, Alger) a été utilisé pour l’isolement des 

entérobactéries et la recherche de Salmonella et Shigella et E. Coli. 

• Gélose Mueller Hinton « MH » (Institut Pasteur, Alger) pour effectuer 

l’antibiogramme. 

• Bouillon glucosé tamponné « BGT » (Institut Pasteur, Alger) pour la culture des 

streptocoques, pneumocoques, méningocoques et autres germes exigeants. 

• Gélose au sang a été utilisé pour déterminer le type d’hémolyse des streptocoques s’ils 

sont présentent. 

2. Méthodologie  

2.1. Endoscopie digestive basse  

L'endoscopie par voie basse ou coloscopie est un examen endoscopique réalisé sous 

analgésie ou non qui permet de visualiser les parois internes du côlon grâce à l'introduction 

par l'anus d'un coloscope. 

Le coloscope de taille adaptée est un tube souple d'environ 1m20 et de 7 à 13mm de 

diamètre. Une extrémité comporte les manettes d'orientation de l'appareil et les manettes 

d'insufflation et d'aspiration, le canal à biopsie et l'optique. L'autre extrémité comporte deux 

faisceaux de fibres (lumière et image). Nécessite matériel à biopsie. Il faut bien préparer les 

patients psychologiquement (explication le but de l’examen), et la préparation physique qui 
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consiste à un régime sans résidus pendant 3jours avant l’examen puis le lavage intestinal 

proprement dit la veille de l’examen (4 litres de  polyéthylène-glycol (PEG) : n'est pas 

réabsorbé par l'intestin ou le côlon, il garde l’eau à l’intérieur de la lumière colique et il est 

évacué par l'anus avec les selles. Cette purge provoque une diarrhée pendant plusieurs heures 

jusqu’à ce que toutes les matières fécales soient éliminées et que le colon soit parfaitement 

propre. L’évacuation d’un liquide clair et transparent traduit que la préparation est correcte). 

La coloscopie réaliser sous anesthésie nécessite une cascades des analyses (E.C.G., 

radiographie pulmonaire, Ionogramme, FNS,  plaquette, Groupe sanguin, rhésus, Bilan de 

coagulation «  TP, TCA »). 

Déroulement de l'examen : Patient en chemise d'opéré et alèze de protection. Position en 

décubitus latéral gauche, jambes repliées ; Lubrifié avec du gel le coloscope et le canal anal, 

le patient est changé de position lors du passage des angles coliques. Pendant l'examen, on 

insuffle de l'air pour déplisser la muqueuse. 

L'inspection de la muqueuse se fait au retour du coloscope et lorsque les différents 

gestes d’examen sont fait (polypectomie, biopsie).L'air est aspiré avant le retrait du coloscope. 

2.2. Examen anatomo-pathologique 

2.2.1. Prélèvement  

 Des biopsies intestinales prélevées à partir des patients par endoscopie digestive basse 

(coloscopie) sont mise dans le formol à 10% pour l'examen anatomo-pathologique. 

 Une pièce opératoire inclus totalement dans 10% de formol. 

2.2.2.Étude macroscopique  

L’examen macroscopique détaillé est une partie essentielle de l’étude d’une pièce 

opératoire ;  la pièce est examinée : mesurée, pesée, palpée puis disséquée. 

2.2.3. Fixation  

L’Intérêt de la fixation c’est l’immobilisation des constituants tissulaires/cellulaires et 

prévient l’autolyse cellulaire, pour assurer les bonnes colorations ultérieures. 
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 2.2.4. Déshydratation et éclaircissement et imprégnation  

Les prélèvements ayant achevé leur fixation sont déposés dans des cassettes en plastique 

puis l’on passe dans des bains d'alcool de degré croissant (55°/2h ; 70°/1h ; 80°/1h ; 90°/1h ; 

95°/1h ; en fin à 98°/1h). L’intérêt de la déshydratation est d’éliminer le fixateur, elle consiste 

à remplacer l'eau des cellules par un liquide hydrophobe : l'alcool ou l'acétone. L'alcool 

(éthanol) est ensuite remplacé par un solvant miscible à la paraffine : il s'agit soit de xylène, 

soit de toluène (hydrocarbures) dans notre méthodes on utilise 2 bains de xylène. Ces 

substances éliminent l’éthanol. Les tissus ont tendance à s'éclaircir : cette étape est donc 

parfois appelée éclaircissement ou clarification. Une fois totalement imprégné, le tissu est 

placé dans de la paraffine fondue (portée à 60°C) ; la chaleur provoque l'évaporation du 

solvant (et sa dissolution dans la paraffine) : les espaces ainsi libérés sont remplis par la 

paraffine. C’est la première étape d’inclusion. Ces étapes se déroulent dans un  automate pour 

la déshydratation et l'inclusion des tissus leica tp1020représenté dans la figure 04. 

 

Figure 04 : automate de déshydratation et l'inclusion tissulaire leica tp1020. 
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2.2.5. Confection du bloc 

L’étape finale de l’inclusion est manuelle et consiste à réorienter convenablement le 

fragment tissulaire dans le sens de la coupe s’il s’agit d’une pièce opératoire dans un moule de 

paraffine. 

 

Figure 05 : Confection du bloc. 

2.2.6. Microtomie 

On isole ensuite des coupes dans le bloc de paraffine. On utilise pour cela un microtome 

type Leica, qui fait avancer le bloc sur un rasoir : le bloc avance d'environ 2 à 3 μm à chaque 

fois, L'ensemble des coupes vont former un ruban dans lequel on retrouve des coupes sériées 

de prélèvement biopsique. Les rubans sont déposés sur des lames contenant de l'eau distillée. 

On chauffe les lames sur une plaque chauffante pendant 1h, et étuvées après à 60°C pendant 

15min, pour la paraffine colle à la lame. 

 

Figure 06 : microtomie et étalement. 
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2.2.7. Coloration des lames  

a. Coloration à hématéine/éosine HE 

L'hématéine est une substance plutôt basique, qui colore les acides nucléiques. L'éosine 

est une substance acide, qui colore plutôt les cytoplasmes (en rose) donc colore les protéines. 

Cependant, pour que l'on puisse utiliser une coloration, la paraffine doit être éliminée. On 

procède donc au déparaffinage, qui consiste à passer les lames dans des bains de toluène ou de 

xylène afin de dissoudre la paraffine. On effectue ensuite une réhydratation : l'alcool se 

mélange avec l'eau et le toluène, on passe les lames dans des bains d'alcool de degré 

décroissant (de 97° à 95°). On a utilisé une méthode plus pratique (HE rapide) cette coloration 

est effectué par un automate de coloration standard de type sakura cyto stain ; les étapes sont 

résumer dans la figure 07. 

 
Figure 07 : Les étapes de la coloration HE rapide. 
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Figure 08 : automate de coloration standard de type sakura-cyto-stain 

 

b. Coloration de Ziehl Neelsen sur les coupes histologiques  (à froid) 

Déparaffiner et réhydrater puis recouvrir les lames par la solution de carbolfuchsine 

0,3%  pendant 30min. rinçage délicate par l’eau distillée, on passe à la décoloration par acide 

sulfurique 25% pendant 5min et puis l’alcool 3min, lavage pdt 5min et puis une contre 

coloration  par le bleu de méthylène pdt 2min, rinçage à l’eau distillée puis 2min dans un bain 

de xylène et finalement monter. 

2.2.8. Montage des lames 

Les lames sont montées pour préserver les colorations, des lamelles de verre sont 

collées par-dessus (grâce à des résines synthétiques) afin de préserver les préparations.  

3. Examen bactériologique des biopsies intestinales  

2.3.1. Broyage des biopsies intestinales  

Broyer les biopsies à l’aide d’un mortier dans 0,5ml de bouillon BHIB  (le broyage 

permet la dispersion des bactéries et leurs libération des cellules à mucus), (Allem et al., 

2007). 
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2.3.2. Examen à l’état frais  

 Ils doivent être réalisés le plus rapidement possible après le prélèvement (Les 4 heures 

qui suive le prélèvement ou il doit être conservé à 4°C pendant  8h).                                                                                                  

 Etalement entre lame et lamelle d’une goutte de suspension permet de visualiser la 

présence éventuelle des bactéries et leurs mobilités. 

2.3.3. Frottis  

À l’aide de l’anse, on dépose sur la lame une goutte de suspension étalé. Après fixation, 

on colore le frottis au Gram et on lit à l’objectif x 1000 à huile d’immersion. L’examen direct 

du frottis coloré permettre d’observer la présence ou l’absence la diversité bactérienne dans la 

suspension biopsique.  

2.3.4. Bactérioscopie :   Coloration de Ziehl Neelsen sur suspension biopsique  

a. Coloration  

 Un frottis préparé et coloré suivant la coloration de Ziehl Neelsen ; Placer les lames 

fixées sur le support de coloration la face d’étalement vers le haut. Les lames devraient être 

séparées par un intervalle de 1 cm et ne jamais se toucher l’une l’autre. On Recouvrir les 

lames l’une après l’autre au moyen de la solution de travail de fuchsine phéniquée de Ziehl à 

0,3 %. En plaçant une bande de papier filtre ; on retiendra la solution de coloration et on 

évitera le dépôt des cristaux de fuchsine sur les frottis. 

Chauffer les lames par le dessous au moyen de la flamme d’un bec Bunsen jusqu’à 

l’émission de vapeur. Il ne faut jamais aller jusqu’à l’ébullition de la solution de colorant. 

Laisser les lames recouvertes d’une solution chaude et fumante de fuchsine phéniquée 

pendant 5 minutes en repassant la flamme si c’est nécessaire.  

Rincer les lames délicatement à l’eau distillé stérile pour écarter l’excès de fuchsine 

phéniquée ; Evacuer l’excès d’eau de rinçage des lames (Guide technique de diagnostic de la 

tuberculose par examen microscopique direct des expectorations dans les pays à faibles 

revenus ; 2000). 
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b. Décoloration  

Recouvrir les lames au moyen d’acide sulfurique à 25 %  et laisser agir pendant 3 

minutes, après cela la coloration rouge devrait avoir presque disparu. En cas de nécessité, 

répéter cette séquence durant deux minutes supplémentaires.                                       

 Laver délicatement l’acide sulfurique et l’excès de colorant à l’eau. Evacuer des lames  

d’eau de rinçage ; les lames sont recouvert par une solution d’alcool 95° pendant 5min puis on 

passe au rinçage à l’aide d’eau distillé stérile (Guide technique de diagnostic de la tuberculose 

par examen microscopique direct des expectorations dans les pays à faibles revenus ; 2000). 

c. Contre-coloration  

Recouvrir les lames l’une après l’autre avec la solution de contre-coloration (bleu de 

méthylène à 0,3 %) et laisser agir pendant une à deux  minutes ; Rincer les lames à l’eau 

individuellement. Evacuer l’eau des lames et les laisser sécher à l’air. On passe à 

l’observation à un objectif à immersion grossissement  1000(Guide technique de diagnostic de 

la tuberculose par examen microscopique direct des expectorations dans les pays à faibles 

revenus ; 2000). 

2.3.5. Culture  

Prendre à l’aide d’une anse à platine une goutte du milieu préalablement enrichi et 

ensemencer sur les milieux (Hektoen ; Macconkey) en utilisant la méthode des stries, une 

autre goutte déposer sur le  bouillon BGT,   Incuber à 37°C pendant 24 h.     

2.3.6. Examen macroscopique des colonies  

Chaque bactérie présente un type de colonie caractérisé par la couleur, le contour, 

l’odeur, la taille et l’aspect. Le trouble présent dans le tube de BGT indique une croissance 

bactérienne  des streptocoques.                                                                    

2.3.7. Isolement  

Les colonies suspectées sont isolés à l’aide d’une pipette Pasteur transmit dans un tube 

stérile remplis de 5ml d’eau physiologie  stérile puis ensemencer sur milieu Hektoen et 

incuber à 37°C/ 24h ; pour le bouillon BGT on prend une goutte à l’aide de l’anse et on 

ensemence sur le milieu gélose au sang pour détecter le type d’hémolyse, l’Absence d'un halo 
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d'éclaircissement autour de la colonie signifier l’absence d'hémolyse, Halo d'éclaircissement 

complet, à bords nets signifié hémolyse ß (lyse des hématies et digestion totale de 

l’hémoglobine libérée), Le Halo verdâtre, à bords flous est  hémolyse α (lyse des hématies et 

digestion incomplète de l’hémoglobine libérée a méthémoglobine). 

2.3.8. Identification  

Identification macroscopique selon le type des colonies on peut suspecter l’espèce 

bactérienne. Identification microscopique un frottis préparé et coloré suivant la technique de 

Gram pour chaque colonie.  

2.3.9. Identification des caractères biochimiques  

a. Préparation de la suspension bactérienne : Prélever une colonie suspecte bien isolée à 

l’aide d’une anse à platine stérile, la déposer dans 5ml d’eau physiologique ;                      

Mettre dans  l’étuve à 37°C pendant 10 à 15 minutes. 

b. Ensemencement d'une galerie biochimique classique : Les caractères biochimiques 

recherchés sont celles de la galerie classique (urée ; Indole ; RM ; ONPG ; LDC ; ODC ; 

ADH ; catalase ; TSI ; mannitol) ; le tableau est présenté dans l’annexe (tableau 01). 

c. Galerie API20E : Les galeries Api utilisent plusieurs types des tests : étude de la 

fermentation des divers glucides, auxanogramme, recherche directe d'une enzyme. Chaque 

tubule contient un substrat différent sur lequel le micro-organisme considéré va réagir. Ils sont 

remplis d'une suspension bactérienne calibrée (de densité différente selon la galerie). Pour les 

substrats dont le sigle est encadré, la cupule doit aussi être remplie de manière à créer un 

ménisque. Pour les substrats dont le sigle est souligné, la cupule doit être remplie d'huile de 

paraffine soit pour créer l'anaérobiose,  soit pour maintenir en solution les ions volatils 

produits par la réaction et ainsi assurer le virage de l'indicateur coloré de pH. Les creux du 

support de la galerie doivent être remplis d'eau pour former une chambre humide, puis la 

galerie est posée dans le support et le couvercle par-dessus. L'ensemble est incubé à 37°/24 à 

48h.Après addition des réactifs nécessaires à la révélation des différents tests, la galerie est 

lue conformément aux indications du fabricant et codée. 
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2.3.10. Antibiogramme  

a. Inoculum  

À partir d’une culture pure de 24h sur milieu d’Hektoen, racler à l’aide d’une anse de 

platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Décharger l’anse dans 5 à  

10 ml d’eau physiologique stérile à 0,9% et bien homogénéiser la suspension bactérienne. 

b. Ensemencement  

 Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne. L’essorer en le pressant 

fermement (on le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au maximum. 

Frotter l’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, sèche, de haut en bas, en stries 

serrées. Répéter l’opération deux fois, en tournant la boîte de 60° à chaque fois sans oublier  

de  faire  pivoter  l’écouvillon  sur  lui-même.  Finir  l’ensemencement  en passant 

l’écouvillon sur la périphérie de la gélose (MH). 

c. Application des disques d’antibiotiques  

 Il  est préférable de ne pas mettre  plus de 6 disques d’antibiotiques sur  une boîte de 

90mm de diamètre. Les disques d’antibiotiques doivent être espacés de 24mm, centre à centre 

(Standarisation de l’antibiogramme en médecine Humain à l’échelle nationale ; 2008) ; Les 

antibiotiques à tester pour les entérobactéries sont représentés dans le tableau 03. 

Tableau 03 : les antibiotiques à tester pour les entérobactéries et leur mode d’action. 

Familles  Mode d’action  L’antibiotique  

Aminosides/ 

aminoglycosides. 

Inhibition de la synthèse protéique. AK (Amikacine). 

CN (Gentamicine). 

ᵦ- lactamine + 

inhibiteur de la ᵦ-

lactamase. 

Agissent sur la synthèse de 

peptidoglycane (inhibition de la 

synthèse de la paroi bactérienne). 

AMC (Amoxicilline+ acide 

clavulanique)  

AX (amoxicilline)  

Céphalosporine  Inhibition de la synthèse de la paroi 

bactérienne  

CTX (Cefotaxine) 

 KZ  (Cefazoline) 

CFM (Cefixime).  
 

Quinolones.  Inhibiteur de la synthèse d’ADN. CIP (Ciprofloxacine). 

NA (Acide Nalidixique). 

Sulfamides et 

associes  

Agissent sur la synthèse des folate, 

acide purique et acide nucléique 

(inhibiteur de synthèse d’ADN). 

STX (Triméthoprime + 

sulfaméthoxazole). 

Nitrofuranes. Agissent directement sur l’ADN 

provoquant divers lésions. 

F300 (Nitrofurantoin). 
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On utilise 2 boites de Pétri dans la 1
ere

  (AK, KZ, AMC, CTX, CFM, AX) ; le disque d’AMC 

doit être appliqué près d’un disque de CTX, pour montrer s’il y a une synergie, et pour la 2
eme

 

on dépose CIP, F300, CN, NA et STX. 

d. Incubation  

 Les boites seront incubées à 37°C pdt 18h à 24h.     

e. Lecture  

Mesurer avec précision les diamètres des zones d’inhibition, et classer les bactéries dans 

l’une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistante ; les valeurs critique des diamètres 

des zones d’inhibition et des CMI pour entérobactéries sont représentés dans les tableaux 02 

(Annexe). 

2.3.11. Coproculture  

a. Prélèvement et transport  

Les selles sont recueillies des émissions dans un récipient propre. Le prélèvement doit 

être immédiatement acheminé au laboratoire ou conservé au maximum une nuit à + 4°C afin 

d’éviter la dessiccation et la prolifération des bactéries et levures commensales.  

b. Mise en culture  

 Toute coproculture doit systématiquement mettre en œuvre la recherche de Salmonella 

et de Shigella. Outre un milieu sélectif d’isolement (Hektoen), un milieu d’enrichissement 

pour Salmonella est indispensable. 

c. Enrichissement  

 Les selles testes doit être diluer à l’aide d’un écouvillon on prend une petite quantité 

des selles, ajoutant environ 5ml d’eau distillée stérile, ensemencer à l’aide de l’anse sur milieu 

Hektoen, et une autre goutte de la suspension est enrichir par 4,5ml de BHIB incuber à 

37°C/24h l’enrichissement doit être répéter 3 fois à chaqu’une ensemencer sur le milieu 

Hektoen on obtienne 3 boites cultivées (1
ere

enrichissement, 2
eme

enrichissement, 

3
eme

enrichissement). 
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d. Lecture des résultats  

L’identification des bactéries pathogènes se fait suivant leur aspect macroscopique sur 

la gélose, et l’identification biochimique. 
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Annexe
 
Tableau 1 : Caractères biochimiques recherchés dans notre étude  pour identifier les 
entéropathogènes. 

Tests Réaction/ 
enzyme 

Méthodologie Résultats Intérêt 
Positif Négatif 

Urée Activité d’une 
uréase sur 

milieu urée-
indole 

Faire 
suspension 

urée-
tryptophane, 

incuber à 
37°C/24h. 
Lecteur. 

Rouge Jaune L’hydrolyse de 
l’urée suivie par 
l’alcalinisation 

 
Indole 

 
 
 
 
 
 

Tryptophanase Ajouter le 
réactif de 

kovacs dans un 
aliquote du 
milieu urée-

indole 
ensemencé et 

incubé 

Formation 
d’anneau 

rouge 

Absence 
de 

coloratio
n rouge 

L’hydrolyse de 
tryptophane 

RM Réaction 
colorimétrique 

par RM 

Mettre une  
suspension 

bactérien dans 
le milieu CL 

après incubation 
37°C/24h. 

Ajouter 2/3 
gouttes de RM, 

lecteur. 

rouge Jaune Voie de 
fermentation de 

glucose 
(fermentation des 
acides mixtes). 

ONPG -
galactosidase 

Réaliser une 
suspension 

bactérien testées 
en eau distillée, 
ajouter avec une 

flamber un 
disque 

imprégné 
d’ONPG, 
incuber à 
37°C/24h. 

Jaune Incolore Métabolisme de 
lactose 

Catalase Catalase Sur une lame 
propre déposé 
une goutte de 

H2O2, ajouté à 
l’aide d’une 

pipette pasteur 
l’inoculum 
bactérien, 

observation. 
 

Apparition 
de bulles 

(dégageme
nt de gaz) 

Pas de 
bulles 

Métabolisme 
respiratoire 
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Tests Réaction/ 
enzyme 

Méthodologie Résultats Intérêt 
Positif Négatif 

ODC Ornithine 
décarboxylase 

Ensemencer sur 
milieu Folkow 
une goutte de 
suspension, 

agiter et 
recouvrir de 

vasline stérile 
(anaérobiose 

relative), 
incubation 
37°C/24h. 

 
 
 

Violet 

 
 
 

Jaune 

Production du 
dioxyde de 

carbone et des 
amines. 

LDC Lysine 
décarboxylase 

ADH Arginine 
dihydrolase 

TSI Fermentation 
de lactose et 
glucose et 

saccharose et 
production de 

H2S 

Ensemencer à 
l’aide d’une 

pipette pasteur 
la pente de la 
gélose en strie 
centrale puis 

piquer en 
profondeur 

jusqu’à 3-5mm 
du fond du tube 

par la 
suspension 
bactérien. 

Retiré la pipette 
pasteur et  strier 
la surface de la 
pente, incuber à 

37°C/24h. 

-pente alcaline et un 
culot acide (rouge/ 

jaune) : fermentation 
du D-GLU 

uniquement. 
-pente acide et culot 
acide (jaune/ jaune) : 

fermentation de 
glucose, lactose et 

saccharose. 
-pente alcaline et culot 

alcalin (rouge/ 
rouge) : pas de 
fermentation. 

-les fissures dans le 
milieu indiquent la 
production des gaz. 
-précipité noire dans 
le culot : production 

de H2S. 

Différenciation des 
entérobactéries. 

Mannitol  Ensemencer par 
piqure centrale 
à l’aide d’une 
pipette pasteur 

chargé de 
suspension, 
incubation. 

-virage au 
jaune 

(orange). 
-culture 

dans toute 
la gélose 
(trouble). 

-absence 
de 

virage. 
-culture 
le long 
de la 

piqure. 

Fermentation de 
mannitol et 
mobilité. 
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Tableau 2 : valeurs critique des diamètres des zones d’inhibition et des CMI pour 

entérobactéries. 

Antibiotiques 

testés 

Charge des 

disques 

Diamètre critique (mm) CMI critique 

g/ml) 

Sensible Intermédiaire Sensible Résistant Sensible 

-lactamine 

Ampicilline 

10 g < 13 14-16 >17 >32 <8 

Amoxciline+ AC. 

clavulanique 

20/10 g <13 14-17 >18 >32/16 <8/4 

cefazoline 30 g <14 15-17 >18 >32 <8 

cefalotine 30 g <14 15-17 >18 >32 <8 

Cefoxitine 30 g <14 15-17 >18 >32 <8 

Cefotaxime 30 g <14 15-22 >23 >64 <8 

Ceftriaxone 30 g <13 14-20 >21 >64 <8 

Imipenem 10 g <13 14-15 >16 >16 <4 

Aminosides : 

amikacine 

30 g <14 15-16 >17 >32 <16 

Gentamicine 10 g <12 13-14 >15 >8 <4 

Quinolones : 

Acide nalidixique 

30 g <13 14-18 >19 >32 <16 

Ciprofloxacine g <15 16-20 >21 >8 <4 

Antibiotiques Charge des Diamètre critique (mm) CMI critique 
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testés disques g/ml) 

Sensible Résistant Sensible Résistant Sensible 

Autres : 

Chloramphénicol 

30 g 
<12 13-17 >18 >32 <8 

 

Furanes 300 g <14 15-16 >17 >128 <32 

Fosfomycine 200 g <12 13-15 >16 >256 <64 

Triméthoprime+ 

sulfaméthoxazole. 

1,25/23,75 g <10 11-15 >16 >8/152 <2/38 
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FICHE TECHNIQUE N° 01 
 

  

 

Composition 

 Formol…………...………………………………………..…………….. 10ml 
 PBS    ..............………....………………………………….………......... 90ml 

 

Composition de PBS 

 Nacl......…..……………………………………....…..…...…......….......... 08g 
 Kcl...................………...………….……………..………......…….....….. 0,2g 
 Na2HPo4..........………………………………….....…………………… 1,15g 
 KH2Po4..........…………………………………….......………………......0,2g 
 Eau distillée  ......………..……………………………...………............1000ml 

 
    Ajuster le PH de solution à 7,4 et conservée à température de 4 °C. 
 
 

FICHE TECHNIQUE N°02 

 

 

Réactifs 
 Hématoxyline de harris. 
 Eosine. 

 
Mode opératoire 

 Déparaffinagedans bains de toluène ou de xylène………………………… 15min. 
 Réhydratationdans des bains d’alcools à concentration décroissante.  
 Alcool 97% ...……………………............………………………………....  02 min. 
 Puis alcool 95%………………………..........……………………………… 02 min. 

 ColorerHématoxyline de harris…………………………………………….. 02 min. 
 Puis laver à l’eau courante. 
 Colorer par éosine …………………………………………………………..... 04min. 
 Laver  à l’eau courante. 
 Déshydrater par alcool. 
 Eclaircir puis monter. 

 
Résultats : Le cytoplasme colore en rose et les noyaux sont colore en noir. 

 

 

 

FIXATION AU FORMOL 10% AU PBS  
 

COLORATION DE HEMATOXYLINE EOSINE  
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FICHE TECHNIQUE N° 03 

 

 

Réactifs 

 Carbolfuchsine 
 Acide sulfurique a 25% 
 L’alcool95° 
 Bleu de méthylène 

Mode opératoire 

 Déparaffiner et hydrater. 
 Carbolfuchsine 0,3%  ………………………………………………………… 30min 
 Puisrinçage délicate par l’eau distillée. 
 Acide sulfurique 25% ………………………………………………………….5min 
 L’alcool……………………………………………………………………….. 3min 
 Coloration  par le bleu de méthylène………………………………………….. 2min 
 Rinçage à l’eau distillée.  
 Un bain de xylène……………………………………………………………… 2min 
 Montage. 

Résultats 

La présence des bacilles colorés en rouge dans un fond bleu.  
 

Préparation des réactifs 

ACIDE SULFURIQUE A 25% : 

 Acide sulfurique pure ………………………………………………………..25ml 
 Eau distillé …………………………………………………………………….75% 

 

ALCOOL 95° : 

 Alcool ……………………………………………………………………………..5ml 
 Eau distillée ……………………………………………………………………95ml 
 

FICHE TECHNIQUE N°  04 

 

 

GELOSE AU HEKTOEN 
 
Composition en grammes par litre d'eau distillée : 

 
 Peptone.......................................................................................................12 g/l 

MILIEUX DES CULTURES 

COLORATION DE ZIEHL NEELSEN 
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 Extrait de levure...........................................................................................3 g/l 
 NaCl...................................... .......................................................................5 g/l 
 Sels biliaires.................................................................................................9 g/l 
  Thiosulfate de sodium.................................................................................5 g/l 
 Citrate de fer ammoniacal.........................................................................1,5 g/l 
 Lactose.......................................................................................................12 g/l 
 Salicine..........................................................................................................2 g/l 
 Saccharose.....................................................................................................2 g/l 
 BBT........................................................................................................0,002 g/l 
 Fuchsine acide...........................................................................................0,1 g/l 
 Ag r = 14 pH  
 final = 7,5 

 
 GELOSE MAC CONKEY 

 
Compositionen grammes par litre d'eau distillée : 
 

 Peptone de caséine..................................................................................17 g/l 
 Peptone de viande......................................................................................3 g/l 
  Sels biliaires...........................................................................................1,5 g/l 
 Cristal violet.........................................................................................0,001 g/l 
 Lactose.....................................................................................................10 g/l 
 Rouge neutre.........................................................................................0,03 g/l 
 NaCl...........................................................................................................5 g/l 
    Agar…...................................................................................................13,5 g/l 
 pH final = 7,1 

 

 GELOSE AU SANG FRAIS 

Composition : 

 Poudre de gélose nutritive……………………………………500mg 
 Eau distillée stérile……………………………………………..500ml 

 

2 Tube héparine remplie de sang humain 

 

 BOUILLON BGT 
 
Compositionen grammes : 
 

 peptone:..............................................................................................20, 0 g  
 extrait de viande:..................................................................................2, 0 g 
 glucose:................................................................................................4, 0 g 
 chlorure de sodium:..............................................................................2, 5 g 
 dihydrogénophosphate de potassium:.................................................0, 7 g  
 hydrogénophosphate de sodium:..........................................................8, 3 g  
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 pH = 7, 4 Préparation 37, 5 g 
 

Stérilisation classique. 
 

 BOUILLON BHIB : 

Composition 

 Protéose-peptone ……………………….…………….………. 10,0 g 

 Infusion de cervelle de veau ……………………….………….12,5 g 

 Infusion de cœur de bœuf………………………….…………... 5,0 g 

 Glucose 2,0 g chlorure de sodium……………………………... 5,0 g 

 Hydrogénophosphate de sodium …………………………….…2,5 g 

 pH = 7,4 

 

Préparation 37 g par litre. Stérilisation classique. 

 

                                     FICHE TECHNIQUE N° 05 

 
 
 

Mode opératoire 

   La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante : 

 Sur une lame, fixer à la chaleur une culture bactérienne. 

 Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une minute. 

 Ajouter du lugol pendant 30 secondes. 

 Décolorer avec de l’alcool 95°, puis rincer à l’eau. 

 Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 à 30 secondes. 

 Laver à l’eau. 

 Après séchage, soumettre la lame à une observation microscopique à immersion 

(x100). 

 
Les bactéries à Gram positif apparaissent en violet et les bactéries à Gram négatif en 

rose. 
 

COLORATION DE GRAM 


