
 
 
 

 
  

 
 

TP de microbiologie – Analyse des urines  
 

 

Recommandations concernant la sécurité et l’hygiène : 
 
Lors des travaux pratiques, il convient de considérer la salle de travaux pratiques comme un 
laboratoire et respecter les bonnes pratiques suivantes : 
 
1 Protection personnelle 
  Imprimer le support de TP en couleur (ne pas prendre de tablette 

informatique ou téléphone portable dans le laboratoire) 
 Se munir du strict nécessaire pour écrire 
 Une blouse à usage unique vous sera distribuée 
 Le port de gant n’est pas recommandé en dehors d’activités 

spécifiques. 
 

2. Bonnes pratiques de laboratoire 
  Mesurer ses gestes et ne pas agir dans la précipitation. 

 Ne rien mettre à la bouche 
 Se laver et désinfecter régulièrement les mains (notamment avant 

de quitter le laboratoire – solution alcoolique ou savon 
désinfectant) 

 Eliminer les produits et matériels contaminés. 
 Nettoyer et désinfecter la paillasse et le matériel après les 

manipulations 
 

3. En cas d’incident : 
  Informer immédiatement les personnes responsables du TP 
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Rappel des mesures de sécurité et hygiène 
 
En démonstration (10’):  
 

 Prélèvement d’urine : problèmes pré-analytiques. 
 Mise en culture :  

o Au laboratoire: ensemencement à l’anse ou à la pipette calibrée 
o Au lit du malade : lame immergée (« uricult » ou « urotube ») 
o Milieux de culture les plus utilisés en pratique : MacConkey, 

CLED, gélose chromogène (CHROMagar Orientation Medium 
(ORI) =mini galerie d’identification) 

 

Gram, culture d’urine et identification des germes 
uropathogènes (80’) 
 
 Microscopie des urines des cas A, B, C  

 lames recouvertes d’une goutte (10l) d'urine et colorées au Gram. 
 

 Compléter le support de TP 
 

 Culture   
 Cas A : décrire la culture : 

i. Gélose chromogène (ORI) 
 Cas B et C : décrire la culture : 

i. Sur urotube, (McConkey, Cled) 
ii. Gélose chromogène (ORI) 

 
 Identification: identifier les bactéries des cultures positives (utiliser les 

propriétés des milieux de culture, l’aspect des colonies et/ou des tests 
rapides complémentaires) 

 
 Compléter le support de TP 

 

 Correction de l’exercice 
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Fiche cas A 
 

100x 

 
1000x 
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GRAM A REPONSES 

Leucocytes (100x)  

Cellules épithéliales (100x)  

Bacilles Gram négatif (1000x)  

Cocci Gram positif (1000x)  

Bacilles Gram positif (1000x)  

Interprétation du Gram  
 
 

Cellule / champ 
 (100x=10*10) 

Germe / champ 
(1000x=10*100) 

immersion 

quantité 

> 25 > 25 ++++ 

6-25 6-25 +++ 

2-5 2-5 ++ 
 

 

 

  

 Culture urine A 

Croissance sur ORI 
 

Nb de germes / ml: ..……...... 

Mixte ? ....……...... 

Si oui, combien de types  coloniaux ? .....………........ 

 

Résultats 
 

Identification 
 

Signification clinique 
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Fiche cas B 
100x 

 

1000x 
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GRAM B REPONSES 

Leucocytes (100x)  

Cellules épithéliales (100x)  

Bacilles Gram négatif (1000x)  

Cocci Gram positif (1000x)  

Bacilles Gram positif (1000x)  

Interprétation du Gram  
 

 
  

 Culture urine B 

CLED  
Urotube 

 

Nb de germes / ml: ..……...... 

Mixte ? ....……...... 

Si oui, combien de types  coloniaux ? .....………........ 

McConkey (MC) 
Urotube 

 

Nb de germes / ml: .……....... 

Mixte ? ...……....... 

Si oui, combien de types  coloniaux ? ..………............ 

ORI 
Boîte de Pétri 

Nb de germes / ml: .……....... 

Mixte ? ....……...... 

Si oui, combien de types  coloniaux ? .………….......... 

Résultats 
 

Identification 
 

Signification 
clinique 
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Fiche cas C 
100x 

 

1000x 
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GRAM C REPONSES 

Leucocytes (100x)  

Cellules épithéliales (100x)  

Bacilles Gram négatif (1000x)  

Cocci Gram positif (1000x)  

Bacilles Gram positif (1000x)  

Interprétation du Gram  
 

 
 

 
  

 Culture urine C 

CLED  
Urotube 

 

Nb de germes / ml: ..……...... 

Mixte ? ....……...... 

Si oui, combien de types  coloniaux ? .....………........ 

McConkey (MC) 
Urotube 

 

Nb de germes / ml: .……....... 

Mixte ? ...……....... 

Si oui, combien de types  coloniaux ? ..………............ 

ORI 
Boîte de Pétri 

Nb de germes / ml: .……....... 

Mixte ? ....……...... 

Si oui, combien de types  coloniaux ? .………….......... 

Résultats 
 

Identification 
 

Signification 
clinique 
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GRAM D'URINE 
-INTERPRETATION- 

 
 

 Bien mélanger l’urine 

 Déposer 10 µl d’urine non centrifugée sur une lame propre 

 Laisser sécher à l’air, fixer à la flamme 

 Colorer au Gram 

 Examiner avec l’objectif 10x, évaluer la présence de 
leucocytes (pyurie) 

 Examiner avec l’objectif 100x à immersion, évaluer la 
présence de bactéries (bactériurie) 

 

Regarder au moins 20 champs (sans cellules épithéliales) 
 
 

<   1 bactérie / 
champ 

examen présomptivement négatif 
(probablement < 105 germes/ml) 

    1 bactérie / 
champ 

examen présomptivement positif 
(probablement  105 germes/ml) 
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CULTURE SUR LAME IMMERGEE (uricult)  
ET LECTURE 
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CULTURE AU LABORATOIRE SUR GELOSE  
ET LECTURE  

  
10l 

103 

 

Inoculum : déposer 10 l, tirer sur un 
diamètre de la plaque puis étaler en traits 
serrés perpendiculairement au premier 
trait. 
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MILIEUX DE CULTURE 
 

1. Gélose Mac Conkey (MC) 
 

Gélose sélective et différentielle, contenant en plus de la base 
nutritive : 

 2 inhibiteurs (sels biliaires, violet de crystal) des bactéries Gram 
positif 

 Du lactose (LAC) et un indicateur de pH (rouge neutre : rouge à 
pH 6.8, jaune à pH 8) 

 Gélose sélective des bacilles Gram négatif non exigeants 
(entérobactéries, non fermentatifs type Pseudomonas) 

 Différencie les bactéries LAC+ (colonies rouges) des bactéries 
LAC- (colonies incolores à jaunes) 

 Les entérobactéries peuvent être LAC+ ou LAC-. Les 
entéropathogènes (Salmonella, Shigella, Yersinia) sont tous LAC- 

 Les bacilles Gram négatif non fermentatif (Pseudomonas) sont en 
général LAC- 

 

2. Gélose CLED 
 

Cystéine-Lactose-Electrolytes Déficient 

 Gélose tous germes prévenant le « swarming » du Proteus.  

 Contient du lactose (LAC) et un indicateur de pH (vert de 
bromothymol) (vert à pH neutre, bleu à pH basique et jaune à pH 
acide) 

 Différencie les bactéries LAC+ (colonies jaunes) des bactéries 
LAC- (colonies incolores à bleues) 
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3. Gélose chromogène (CHROMagar Orientation 
Medium) et tests complémentaires 

 

CHROMagar Orientation est une gélose chromogène utilisée pour 
la primoculture des urines. Elle permet l'identification de différentes 
colonies bactériennes grâce à la mise en évidence de trois activités 
enzymatiques :  

(i) -galactosidase (gal),  
(ii) -glucosidase (glu), 
(iii) tryptophane-déaminase (TDA). 

 
 

Enzymes  Couleur des colonies 
-galactosidase gal Rose 

-glucosidase glu Bleu Turquoise 

Tryptophane déaminase TDA Brun (Halo) 

 
Aspect des germes : voir tableau ci-dessous 
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Principaux germes pathogènes donnent les résultats suivants : 
 
 
 

Bacilles Gram négatifs Cocci Gam positifs 
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 gal 89% 95% 97% 0% 0% 0% 2% 0% 75% 0% 
 glu 5% 100% 37% 0% 69% 0% 99% 0% 0% 0% 
TDA 0% 0% 0% 99% 89% 0% 0% 0% 0% 0% 
Aspect des 
colonies 

Rose Bleue Rose/bleu Brune Turquoise/ 
brune 

Blanche Turquoise Blanche Rose Blanches/jaune 

           
Croissance sur lame immergée      
McConkey + + + + + +    
Cled + + + + + + + + + + 
           
Tests           
oxydase    0 0 100     
indole 96 0 0 0 90 0     
catalase        + + + 
coagulase          + 
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TESTS D’IDENTIFICATION 
 

ALGORITHME SIMPLIFIE 
 
Algorithme d’aide au diagnostic. 
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TEST DE L’OXYDASE (méthode de Kovacs) 
 
La recherche de l’oxydase (OX), ou plus précisément du cytochrome c-
oxydase, est un test important pour distinguer: 

- l’identification des Neisseria (cocci Gram -, OX+) 
- la différentiation des Pseudomonas ou autres bacilles Gram -  non 

fermentatifs (généralement OX+) des entérobactéries toujours OX- 
 

Le réactif utilisé est une solution aqueuse à 1% (incolore) de tétraméthyl-
p-phénylènediamine. Cette solution est incolore à l’état réduit et violette à 
l’état oxydé. 
 

 Briser l’ampoule au centre et déposer 1 goutte sur un papier 
buvard. 

 Prélever une fraction de colonie à l’aide du coin d’une lame (ne 
pas utiliser l’anse en ferrochrome) 

 Etaler sur le papier 
 
Réaction positive : violet foncé en 5-10 secondes 
Réaction négative : pas de coloration, ou coloration au-delà de 10 
secondes. 
 
 

TEST DE LA CATALASE 
 
Certaines bactéries produisent une catalase, enzyme de nature 
ferroprotéique, qui libère de l’oxygène à partir de H2O2 (eau oxygénée). 

Ce test permet de différencier les staphylocoques (catalase +) des 
streptocoques (catalase -). 

 Prélever une colonie avec l’anse et la déposer sur une lame. 

 Laisser tomber une goutte de H2O2  à 3% sur le dépôt. 
 
Réaction positive : dégagement de gaz (O2) sous forme de bulles 
 
N.B. : La catalase est aussi présente dans les globules rouges (gélose au 
sang); pour éviter des faux positifs, veillez à ne pas prélever de milieu 
avec les colonies. 
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SPOT INDOLE (DMACA)  
 

Le test spot indole indique la présence de l’enzyme tryptophanase qui 
désamine le tryptophane pour produire de l’indole. L’indole produit réagit 
avec le DMACA (p-diméthylaminocinnamaldhéhyde)  
 
 

 Briser l’ampoule au centre et déposer 1 goutte sur un papier 
buvard. 

 Prélever 1 colonie isolée à l’aide d’une lame port-objet. 
 Etaler sur le papier buvard imprégné du réactif. 

 Observer la réaction jusqu’à 2 minutes 
 

réaction positive coloration allant du bleu au bleu-vert 
réaction négative pas de coloration ou teinte rosée 

 

 
TEST DE LA COAGULASE 

 
La production de coagulase est le critère principal qui permet de 
différencier le Staphylococcus aureus, (+) des autres staphylocoques (-) 
(Staphylocoques à coagulase négative). 
 
La coagulase peut être libre (enzyme sécrétée au cours de la croissance 
du germe et qui coagule le plasma de lapin) ou liée (« clumping factor » 
ou facteur d’affinité pour le fibrinogène). 
 
Cette recherche peut être couplée à la présence de la Protéine A :  

i) Positive chez Staphylococcus aureus,  
ii) Négative chez les autres espèces de staphylocoques.  

La protéine A est une protéine de la paroi qui se fixe sur la portion Fc des 
immunoglobulines. 
 

 Déposer une goutte de réactif (particules de latex sensibilisées 
par du fibrinogène et des IgG) et une goutte de réactif témoin 
négatif sur la carte de lecture. 

 Emulsionner 2 à 6 colonies dans la goutte de réactif pendant 10 
secondes 

 Procéder de la même manière pour le réactif témoin 
 
Réaction positive : apparition d’agglutinations bien visible en 40 
secondes. 
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