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���������'�,�Préparation de milieu de culture au laboratoire de microbiologie :  

 
1. Dans la composition d'un milieu de culture, citer le constituant responsable de sa consistance. 

�

Constituant responsable : agar, agar-agar ou agarose�

  

 
2. La gélose nutritive (milieu de base) est autoclavée. Justifier et indiquer les conditions opératoires de 

l'autoclavage (durée, température et conditionnement du milieu). Proposer un dispositif de contrôle 
de la température effective obtenue dans l'autoclave lors de la stérilisation. 

�

�

Gélose autoclavée pour stérilisation, aucun élément thermolabile donc autoclavage approprié�

�

Durée 15  à 20 min ; température : 120-121°C : température et durée nécessaires pour la 

destruction des spores bactériennes�

�

Flacon en verre de 150 mL rempli à 100 ou 120 mL de milieu maximum�

�

Dispositif : papier autocollant thermosensible (bandes noires)�

�

 �
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3. Indiquer l'intérêt de l'étape de régénération de certains milieux de culture. Préciser la réalisation 
pratique de la régénération. 

�

Elimination des gaz dissous pour création d'un gradient de pression partielle en O2 (milieu en tube 

semi-solide)�

�

Bain thermostaté 20 min à 100°C ; bouchons dévissés (puis surfusion à 55°C)�

 �

�
4. Indiquer les conditions de stockage des milieux de culture en boîtes de Pétri. Citer les utilisations 

possibles de ces boîtes de Pétri au laboratoire de bactériologie. 

�

�

boîtes fermées empilées à l'envers sous plastique pour éviter la formation de condensation sur la 

gélose, réfrigérée à 4°C ; DLC environ 3 mois�

�

Isolement de colonies différentes, dénombrement, enrichissement d’une souche pure�

 �

 

Question 9 : Dosage des protéines d’un sérum humain commercialisé sous forme lyophilisée 

 

1. Justifier la reconstitution du sérum avec de l’eau désionisée. 

�

Lyophilisation : élimination uniquement du solvant eau 

Reconstitution de la composition (qualitative et quantitative) initiale du sérum avant lyophilisation 

par addition uniquement d’eau (eau désionisée) 

 �

 

2. Justifier l’utilisation d’eau physiologique lors des dilutions de ce sérum. 

�

Préserver la force ionique des dilutions du sérum pour limiter la dénaturation partielle ou totale (et la perte 

d’activité biologique) de certains constituants du sérum (enzymes par exemple). 

 �
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3. Nommer le risque associé à l’utilisation du sérum. Préciser les précautions à prendre lors de son 

utilisation. 

�

Risque biologique infectieux ; identifié par le pictogramme d’avertissement : �

 

Eviter tout contact (peau, muqueuse) et inhalation d’aérosol (le cas échéant) par l’utilisation 

d’Equipements de Protection Individuels adaptés (blouse, gants, lunettes voir hotte à flux 

laminaire). Le matériel utilisé (préférer le matériel jetable) doit suivre une filière d’élimination 

adaptée (filière des Déchets d’Activité de Soins à Risques Infectieux). 

  

�

Question 10 : Contrôle de qualité d’une pipette à piston 

 

1. Enoncer le principe du contrôle de qualité d’une pipette à piston par méthode gravimétrique. 

�

Contrôler et vérifier par pesée sur balance de précision (1/10ème de mg) que la quantité d'eau 

contenue et la quantité d’eau écoulée sont en accord avec les spécifications du constructeur en 

terme de fidélité et de justesse par rapport au volume prélevé indiqué sur l’instrument. 

(pour convertir la quantité de liquide prélevée en unités de volume, il faut prendre en considération la 

densité de l'eau et la poussée aérostatique qui dépendent de la température, la pression atmosphérique et 

la saturation en eau de l’atmosphère de la cellule de pesée) 

  

 

2. Lors d’un contrôle de qualité d’une pipette à piston, deux paramètres sont étudiés : la fidélité en 

condition de répétabilité (ou la précision) et la justesse (ou exactitude). Définir ces deux paramètres et 

préciser pour chacun le type d’erreur associé. 

�

Fidélité en condition de répétabilité (ou précision) : Étroitesse d'accord entre des résultats 

indépendants obtenus sous des conditions où les résultats d'essais indépendants sont 

obtenus par la même méthode sur des matériaux d'essai identiques dans le même 

laboratoire, par le même opérateur, utilisant le même équipement et pendant un court 

intervalle de temps. Elle est calculée à partir de l'écart-type des résultats d'essais 

La fidélité dépend uniquement de la distribution des erreurs aléatoires (et n'a aucune relation avec 

la valeur « vraie » ou spécifiée) 

 

Justesse (ou exactitude) : Etroitesse de l’accord entre la valeur moyenne obtenue à partir d’une 

large série de résultats d’essais et une valeur de référence acceptée. 

La mesure de la justesse est généralement exprimée en termes de biais (de laboratoire, de 

méthode …) ou erreur systématique totale. 
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Question 1  
 
Dans le cadre d'une séance de travaux pratiques d’analyse microbiologique d’un échantillon d'eau, 
l'enseignant confie à l’adjoint technique principal de laboratoire la préparation suivante : 
• préparation d’un milieu de culture gélosé Slanetz et Bartley, 
• préparation et montage en salle de travaux pratiques d'appareils de filtration de l'eau. 
 
La fiche technique du fournisseur de la gélose Slanetz et Bartley indique : 
"Préparation : 
Dissoudre 41,5 g.L-1, stériliser sous vapeur fluente (marmite à vapeur). Ne pas autoclaver. 
Mélanger soigneusement au milieu encore liquide, vers 50°C, 10 mL d'une solution à 1% de TTC. 
Couler ensuite en boîtes de Pétri. 
pH 7,2+/- 0,1" 
 
 
1. Milieu de culture : composition, préparation, stérilisation 
 
a. Indiquer dans le tableau ci-dessous le rôle des différents constituants de ce milieu de culture : 
 

 
 
b. Préciser les caractéristiques nutritives et biochimiques de ce milieu. 
�

Milieu ordinaire solide, enrichi en facteurs de croissance, sélectif des coques G+. Culture des 
Streptocoques et des Entérocoques. Lecture des colonies rouges (TTC+) ou blanches (TTC-)�
�

 �
 
 

Constituants (en g.L-1) Rôle des constituants 

Peptone de caséine 15,0 source de C, N, énergie 
 

Peptone de farine de soja 5,0 source de C, N, énergie 
 

Extrait de levure 5,0 source de C, N, énergie et facteurs de croissance 
 

D(+) glucose 2,0 substrat, source C et énergie 
 

Azide de sodium 0,4 Inhibiteur, agent sélectif coques Gram + 
 

Phosphate dipotassique 4,0 tampon pH 
 

Agar-agar 10,0 solidification milieu 
 

Triphényl 2,3,5, tétrazolium chlorure (TTC) 0,1 
indicateur redox (bactéries réductrices du TTC), 
orientation 
 

Eau qsp* 1L  milieu de vie des cellules, hydratation 
 

   
*qsp : quantité suffisante pour    
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c. Indiquer les conditions d'hygiène et de sécurité requises pour peser la poudre du milieu de culture et 
indiquer le(s) constituant(s) justifiant ces conditions. 
�

Récipient et matériel de prélèvement propres, mais pas nécessairement stériles, sous Sorbonne 
en fonctionnement dans laboratoire de préparation�
�

�
 
 
d. Justifier le mode de stérilisation de cette gélose. 
�

Présence de substances thermolabiles, donc pas d’autoclavage (azide). 
TTC stérilisé par filtration car ne supporte pas une forte température. 

 �
 
 
e. Indiquer les conditions techniques requises pour repartir la gélose en boîtes de Pétri.  
�

On coule environ 20 mL par boîte de Pétri dans des boîtes stériles, de façon aseptique avec le 
milieu en surfusion à 55°C (sinon condensation). On laisse prendre en masse en laissant les 
boîtes fermées.�

 �
 
 
2. Filtration : montage stérilisation, utilisation 
 
Les appareils de filtration de l'eau sont en plastique rigide thermorésistant. 
Les membranes filtrantes stériles à usage unique sont en acétate de cellulose et de porosité de 0,45 µm. 
Après filtration, les membranes sont déposées à la surface des boîtes de Pétri précédemment préparées, 
puis incubées. 
 
a. Indiquer les conditions de préparation avant stérilisation de ces appareils. Justifier le mode de 
stérilisation choisi. 
�

Appareils propres et emballés hermétiquement (dans sac autoclave ou papier aluminium) 
Stérilisation des appareils à l’autoclave (car le plastique ne supporte pas la chaleur sèche). 
�
 
 
b. Donner la signification du terme "porosité". Justifier l’intérêt de la membrane utilisée pour la filtration de 
l'eau. 
�

Porosité = présence de pores laissant filtrer les éléments dont diamètre est inférieur au diamètre 
des pores. 
Ici, pores de 0,45 µm : le filtre retient les bactéries dont le diamètre est supérieur. Les impuretés et 
autres substances de l’eau ainsi que l'eau sont filtrées#�

 �
 
 
c. Etablir la liste du matériel au poste de travail nécessaire pour la réalisation de la filtration d'un 
échantillon d'eau de 100 mL. 
�

Par élève : un appareil à filtration stérile, filtres, bec Bunsen pour stériliser flacon eau, flacon d’eau 
distillée stérile pour rincer avant et après filtration, pince, trompe à vide, gélose Slanetz en boîte 
de Pétri.�

 �
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3. Culture et identification 
 
Les élèves exploitent leurs boîtes de Pétri de la manière suivante : 

• contrôle microscopique des colonies : la coloration de Gram présente des coques à Gram positif ;  
• dénombrement des colonies d'entérocoques réduisant le TTC en formazan qui les colorent en 

rouge. 
 
a. Décrire les étapes techniques de la réalisation et de l'observation microscopique d'une coloration de 
Gram. Justifier son intérêt dans l'orientation du diagnostic. 
�

Réalisation d’un frottis sur une lame à partir d’une colonie, dans une goutte d’eau ; fixation par 
flambage Coloration : cristal violet, lugol, alcool-acétone (décoloration), fuschine ou safranine  
Séchage 
Observation objectif 100 à l’immersion (huile) 
Intérêt : voir si la bactérie étudiée est un coque ou bacille, Gram +  ou -.�

 �
 
 
b. Citer le réactif à préparer pour réaliser le test catalase. Donner le résultat attendu dans le cas d'un 
entérocoque. 
�

Pour le réactif catalase, il faut préparer de l’eau oxygénée à 10 volumes. Les Entérocoques sont 
catalase négatif, donc absence de bulles ou de dégagement de dioxygène (résultat négatif)�

 �
 
 
c. Citer la famille à laquelle appartiennent les entérocoques. Indiquer la signification de leur présence 
dans l'eau.  
�

Les Entérocoques appartiennent aux Streptococcaceae. Leur présence dans l’eau révèle une 
contamination d’origine fécale ; ce sont des indicateurs (présents dans l’intestin hommes et 
animaux).�

 �
 
 
 
Question 2 : Fractionnement et dosage des protéines sériques par électrophorèse sur acétate de 
cellulose 
�

1. Préciser la nature chimique des protéines et de la cellulose. 
�

Respectivement molécule organique protidique et glucidique 
 �

 
2. Donner le principe de l’électrophorèse. 
�

Méthode de fractionnement et d’analyse basée sur la migration différentielle d’ions, de molécules 
ou de particules chargées dans un champ électrique (au sein d’un tampon imprégnant un support 
poreux inerte). 

 �
 
 
3. Chaque compartiment de la cuve à électrophorèse est rempli par une quantité égale de tampon 

véronal ajusté à pH 8,6. 
 
Préciser le matériel, les réactifs et le mode opératoire pour ajuster le pH de la solution tampon à 8,6. 
�
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pHmètre, électrodes, solution(s) tampon(s) étalon(s), solutions d’acide et de base, pipette (ou 
compte goutte ou burette), solution tampon à ajuster�
Etalonnage du pHmètre avec une ou deux solutions tampons (suivant l’appareil) à température de 
travail (du laboratoire). Par ajouts d’acide (ou de base) progressifs on amène le pH de la solution 
tampon (préalablement mise a température du laboratoire) à la valeur de 8,6. 

 �
 
 
4. Indiquer les précautions à observer pour déposer le sérum.  
�

Mise en place de la bande d’électrophorèse : avec une pince, essorer très légèrement une bande 
d’acétate de cellulose immergée 15 min dans le tampon. Positionner la bande d’acétate de 
cellulose (face mate) sur son chevalet support en évitant la formation de bulles d’air entre la face 
brillante (support semi-rigide) et ce dernier. Placer le support et la bande dans la cuve remplie de 
tampon. 
Dépôt : se laver les mains. Prendre des gants latex (type gants de chirurgien) et réaliser le dépôt 
coté cathode perpendiculairement à l’axe de la plaque avec un applicateur chargé (2 à 4 µL) en 
sérum ; attendre 5 à 10 s pour l’absorption du sérum dans l’acétate de cellulose. Enlever les gants 
les jeter en tant que déchets d’activité de soins à risque infectieux. Se laver les mains. 

 �
 
 
5. Calculer la masse à peser pour préparer 200 cm3 d’acide trichloroacétique à 25 g.dm-3. 
�

m = C. V = 25 x 0.2 = 5 g 
 
 
6. Préciser le matériel, les équipements individuels de protection et le mode opératoire pour préparer 

500 cm3 d’acide éthanoïque à 5 % à partir d’une solution commerciale pure (ou acide acétique 
glacial). 

�

Sorbonne, lunettes de sécurité, gants épais synthétiques, éprouvette 50 cm3 (ou pipette jaugée en 
verre de 25 cm3 + poire d’aspiration, fiole de 500 cm3  
Dans la fiole de 500 cm3 contenant environ 200 cm3 d’eau désionisée, prélever sous Sorbonne et 
ajouter 25 cm3 d’acide éthanoïque ; ajuster au trait de jauge avec de l’eau désionisée. 

 �
 
7. Cocher le(s) pictogramme(s) pouvant compléter l’étiquette du flacon de méthanol utilisé pour la 

déshydratation. 
8.  

   

F 

 

   xxxxxxxxxx  
     

  

T 

  

  xxxxxxxxxxx   
  

 

 
9. Calculer les volumes en cm3 de méthanol pur, d’acide éthanoïque et de glycérol nécessaires pour 

préparer 500 cm3 de réactif transparisant. 
�

425 cm3 de méthanol pur, 70 cm3 d’acide éthanoïque et 5 cm3 de glycérol.    �
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10. Donner l’aspect de l’électrophorégramme obtenu après coloration et transparisation. 
�

 
 �

 
 
11. Schématiser l’électrodensitogramme classiquement obtenu (sérum non pathologique). 
�

 
  

 
�


