Bactério Cours n°1 05/10/09



La bactériologie étudie des prélèvements provenant de patients infectés ce qui permet de confirmer le diagnostique.
Le bactériologiste va analyser le prélèvement.

Plus d’1 tiers des malades st infectés.

La bactério permet de dire quelles sont les espèces responsables des infections et ensuite le labo de bactério va isoler sur des milieux de culture ces bactéries (= B dans la suite du cours) puis va réaliser 1 antibiogramme (permet de déterminer à quels antibiotiques la bactérie est sensible ou résistante).
Ça permet de choisir le ttt antibiotique le + efficace pour le patient

Ce cours reprend beaucoup de notions qui seront revues en TP
I. Qu’est ce qu’1 B ?

C’est 1 micro-organisme observable au microscope

1) Structure :

· L’enveloppe externe de la B (en vert) et sa paroi qui permet de lui donner sa forme et sa rigidité et de supporter les chocs osmotiques. Selon les B on a des formes arrondies ou allongées (cocci ou bacilles)

· L’ADN  au centre de la B, qui rempli 80% de l’espace. Il est surenroulé et contient les gènes de structure de la B (gènes qui lui permettent de fonctionner et de survivre)
· Les ribosomes : usines à protéines qui permettent de les fabriquer
· Des fragments d’ADN qui st indépendants du K principal de la B qu’on appelle plasmides qui peuvent porter soit des caractères biochimiques différents de la B d’origine, soit des caractères de résistance aux antibiotiques donc ça peut être intéressant à étudier d’autant + que ces plasmides peuvent se propager d’1 B à l’autre et transférer éventuellement ces caractères de résistances
· La présence de flagelles permet de rendre la B mobile. Si elle n’en a pas elle est immobile. Selon la façon dont elles sont implantées, les B ont soit une mobilité polaire et ce déplace longitudinalement (flagelles aux extrémités de la B), soit elles ont des flagelles tt autour et se mettent à tourbillonner
· Les pilis permettent à la B d’adhérer aux muqueuses et font donc parti des facteurs de pathogénicité des B
· Capsule : tt autour de la B, ensemble de polysaccharides qui lui permet de résister à l’action des polynucléaires (B résistantes à la phagocytose). Les B avec capsule seront donc souvent plus virulentes que celles sans capsule
2) Structure de la paroi :

Compliqué, on ne s’attarde pas bcp dessus.

L’extérieur de la B est en ht, en bas la mbrne cytoplasmique et au dessus la paroi qui est 1 enchevêtrement de N-Acétyl Glucosamine et d’acide N-Acétyl Muramique  qui constituent la zone extérieure. En dessous on a la zone intérieure.

Entre les 2 on a 1 pont peptidique (ici 5 peptides) qui permet d’attacher ces 2 fragments de paroi et de la rendre solide.
L’enzyme qui permet de fabriquer ce pont est 1 transpeptidase.

Qd on introduit 1 antibiotique (du grpe de la pénicilline ici), il va modifier cette transpeptidase et la rendre inefficace donc la B ne pourra plus fabriquer ce pont de 5 peptides et les 2 parties de la paroi ne pourront plus être rattachées donc elle va devenir fragile. La B ne pourra plus se multiplier et va éclater. C’est comme ça qu’1 antibiotique peut agir sur les B (simple mécanisme biochimique)

II. La coloration Gram
 

Elle permet de différencier les B qui vt apparaître en violet et d’autres en rouge.

Qd elles st violettes, on parle de gram+ et qd elles st en rge on parle de gram-.

Cette différence de coloration est due à la structure de la paroi : les gram+ (à gauche ici) on 1 paroi bcp + épaisse que les gram-

III. Génétique bactérienne
Différents modes de transmission d’info génétique chez les B

1) Mutations

Les B st soumises aux mutations qui préexistent au contact de l’agent mutagène : elles deviennent résistantes aux antibiotiques sans avoir rencontré d’antibiotique auparavant. C’est asse curieux mais c’est comme ça !!!
Ces mutations sont spontanées et peuvent porter sur n’importe quel type de caractères : sur des caractères biochimiques : 1 B capable de fermenter le lactose qui d’1 coup n’y arrive plus ou 1 B qui était sensible à 1 antibiotique qui d’1 coup y devient résistante

2) Transduction

Transfert d’info génétique à travers 1 Bactériophage ( = petit virus spécifique des B, qui se fixe sur les B et qui va les modifier).
Ce phage agit comme une seringue et va injecter son ADN ds la B.

On a 1 phage ac sa tête ici qui est hexagonale, 1 tige, des pieds qui lui permettent de se fixer sur le corps de la B et avec des systèmes contractiles, il va pouvoir perforer la paroi de la B et injecter son ADN ds la B.

1 fois l’ADN injecté il va détourner à son profit ts les métabolismes de la B : il va se reproduire ds la B puis la B va éclater au bout d’1 certain nb de multiplication de ce phage.

Cela va libérer ds l’environnement des quantité de phages qui vt infecter les B voisines. Pdt que le phage « boulotte » la B et lui prend ses éléments nutritifs, il est capable d’incorporer ds son ADN de l’ADN de la B donatrice. Il y a donc des caractères qui viennent de la B donatrice qui vt être transmis aux autres B infestées secondairement. Il va moifier ces B là et vt acquérir des caractères différents de ce qu’elles avaient au départ
3) Transformation

Etudié chez le pneumocoque par un anglais : Griffith
Les souches S (= capsulées) st + virulentes que celles non capsulées mais elle peuvent perdre leur capsule.

Griffith a mélangé ds 1 tube à essai 1 souche R (= rugueuse càd qui a perdu sa capsule donc non virulente) ac des fragments d’ADN d’1 B qui était au départ S et il a récupéré à l’arrivée une souche S vivante.

Le phénomène de transformation consiste donc au fait que des petits bouts d’ADN de la B virulentes ont été capable de pénétrer à travers la paroi de la B rugueuse et l’ont transformé en B capable de fabriquer 1 capsule

4) Conjugaison

Transfert de l’info génétique d’1 B à l’autre par 1 pili sexuel càd que c’est une « forme de sexualité » chez les B.
Au ME, on peut voir la B de gche qui a 1 grd pili allongé qui est 1 pili sexuel qu’elle va planter ds la B femelle et va pouvoir y injecter des fragments plasmiques (ADN extra Kique).

Si on regarde chez la B réceptrice l’ordre et le tps d’apparition des caractères qu’elle récupère et qu’on interrompt le transfert à des tps bien définis, on peut voir apparaître les caractères ds 1 ordre bien précis à mesure qu’ils passent ds la réceptrice.

Par exple, on attend 5min puis les 2 B qu’on a mise en contact ds 1 bouillon on les secoue très fort pr casser les ponts entre ces B puis on met la B réceptrice sur 1 milieu qui contient du lactose et on voit apparaître chez la réceptrice qui était incapable de fermenter le lactose la possibilité de le fermenter. Si ça se passe av 5min, ça veut dire que sur le K ou sur le bout de plasmide transféré, le lactose arrivait en 1er. Au bout de 10min on va voir apparaître lactose et saccharose, ça veut dire que le saccharose vient sur le K après le lactose. 15min après on va voir apparaître 1 3e sucre, etc…on peut donc faire comme ça 1 cartographie très précise de l’ordre des gènes sur le K de la B ou sur les plasmides qu’elle contient en faisant simplement des interruptions de la conjugaison ac des tps + ou – allongé sur des milieux sélectifs sur lesquels ont récupère que la B qui aura acquise 1 caractère supplémentaire.

C’est 1 technique simple qui permet de faire de la cartographie sans faire de séquençage. Cela se faisait av que la bio mol ne se mettent en place
IV. Protocole de la coloration de Gram
On l’utilise pr observer les B.

1. On prend un peu de prélèvement qu’on étale sur une lame en verre puis on la fixe avec de l’alcool qu’on laisse pdt 1-2min pr que la préparation reste sur la lame. 
2. Ensuite on enlève l’alcool et on rajoute du violet de gentiane par dessus. Ce violet va se fixer sur les peptidoglycanes de la paroi.
3. Une fois qu’on a mis le violet sur la lame, on l’enlève et on rajoute du lugol : c’est                      de l’iode et ça permet à ce violet de rester fixer sur la B.
4. On rince bien à l’eau puis on fait la décoloration ac de l’alcool : on verse de l’alcool sur la lame de façon que le violet soit embarquer par l’alcool, si la B relâche le violet c’est une gram- sinon c’est une gram+
5. On arrête la décoloration avec de l’eau
6. On a 1 autre colorant : la fuchsine (colorant rge) qui permet de colorer les B gram- ce qui permet donc de faire une différence gram+/gram-. Ceci n’interresse pas que les bactériologistes, car les B gram- et gram+ n’ont pas les mêmes sensibilités aux antibiotiques : il y a des antibiotiques qui marchent sur les gram+ et non sur les gram- et vis versa dc les prescriptions d’antibiotiques se fait en fonction du type de B gram-/gram+. Ça donne de suite une orientation thérapeutiques pr le patient.
7. On rajoute une goutte d’huile à immersion puis on regarde au microscope ac 1         grossissement d’au – 1000 fois  et en fonction de leur groupement et de leur morphologie on   peut déjà donner une orientation sur la B dont il s’agit.

Les B à forme ronde = coccis et à forme allongées = bacilles
Si on voit des coccis (gram+ ou gram-) groupés par 2 on parle de diplocoques


a) Cocci gram+
· Si on les voit en grappe on parle de staphylocoques (staphylon en grec ça veut dire grappe de raisin). Ce st les 1eres B que Pasteur a vu.

· Qd on obtient des chaînettes de cocci gram + (ils se divisent longitudinalement), ce sont des streptocoques
b) Coccis gram- 
Souvent très pathogènes. Ils st colorés en rge

· Les diplocoques gram- peuvent soit être du méningocoque (agent responsable des méningites)

· Soit des gonocoques (agent des urétrites gonococciques = MST).
c) Bacilles gram+ 
· clostridium perfringens qui est anaérobie, souvent responsable des gangrènes gazeuses, aspect trapue ac des bords parallèles bien allongés ac des extrémités souvent rectangulaires.

· clostridium botulinum, responsable du botulisme qui se contracte en ingurgitant des aliments où ce bacille a fabriqué sa toxine. Il y a pas longtps à nice, des personnes  ont fait un botulisme car ils ont mangé du saumon en norvège qui était importé du canada et qui était conditionné ss vide or ces B pousse remarquablement bien ss vide (anaérobie). Cette maladie mortelle aboutit à la paralysie des muscles repiratoires.
d) Bacilles Gram-
· pseudomonas aeruginosa, trapue et assez grosse. 
· Les entérobactéries : on les trouve dans le tube digestif, + grosse. 
· Fusobacterium : d’aspect très long, fin, pointu. B anaérobie stricte
V. Coloration de Ziehl-Neelsen

Qd on faisait des gram sur la tuberculose on voyait rien.
2 auteurs : Ziehl et Neelsen on mis au pt 1 coloration permettant de mettre en évidencede façon très sur et très spécifique la B responsable de la tuberculose.

Qu’est ce qu’on fait pour faire cette coloration ?

On prend l’expectoration du malade et on l’étale sur une lame

On fixe la lame

On recouvre la lame ac de la fuchsine (colorant rge), qu’on va faire bouillir 3 fois en 10min

On met sur la lame de l’acide et de l’alcool et on attend un peu

On rince bien et on recolore tout ça ac du bleu de méthylène
Z et N on vu des bacilles qui apparaissaient en rge sur la lame correspondant à des mycobacterium tuberculosis (BK ou bacille de Koch) = germe responsable de la tuberculose qui est rge parce que il est acido-alcoolo résistant (c’est une résistance à la coloration et non à l’action de ces deux produits qui tuent la B)
Les formes bleues qu’on voit st polynucléaires enterrés et ttes ces formes allongée rges c’est le BK.

Le bactériologiste annonce la présence de bacille acido-alcoolo dépendant et c’est au médecin de traduire « mon malade a probablement 1 tuberculose » en s’aidant du contexte clinique car à côté de ce BK on a 1 quantité d’espèces de B qui ont les mêmes propriétés d’acido-alcoolo dépendancesms qui pousse bcp + vite que le BK, qui st – pathogènes, qui poussent ds les aquariums (mycobacterium marinum),etc… et sur le simple examen au microscope on peut pas faire la différence. La différence se fait en étudiants les caractères biochimiques de la B.
Aujourd’hui avec la bio molon a des tests bcp + rapides qui permettent de dire si 1 B appartient au complexe tuberculosis càd qui concerne au – 4 ou 5 espèces

VI. Coloration à l’auramine
Coloration fluorescente.

Permet de regarder la lame avec des champs bcp + grands et dc ça va bcp plus vite.
Qd on voit qqch de fluo, on repère ac des granulations l’endroit ou ça se trouve.

On décolore la lame, on la rince et on peut identifier 1 mycobacterium acido-alcoolo résistant

VII. Examen au fond noir
Agent de la syphilis : donne des chancres indolores ac une petite sérosité. 

La seule façon de faire un diagnostique très rapide et de gratter chez un patient la sérosité du chancre de mettre ça entre lam et lamelle, et de regarder ac un microscope à fond noir : au lieu de traverser tt ce qui est sur la lame ac la lumière on fait partir le faisceau de façon oblique et ce st les objets qui st sur la préparation qui vt devenir la source de lumière.

On voit apparaître de cette façon là ces organismes spiralés qui se déplacent lentement dans le sérum physiologique qu’on a mis sur la lame, caractéristique de  l’agent responsable de la syphilis : treponema pallidum.
VIII. Technique d’immunofluorescence
Qd on cherche des B particulières comme la légionelle, on peut utiliser des sérums agglutinants couplés ac composés fluorescents ce qui permet de les repérer bcp plus facilement dans les prélèvements.

Si on met du prélèvement sur 1 lame et qu’on y fait agir 1 sérum qui contient des anticorps fluo spécifiques pour une légionelle et en particulier la legionella pneumophila, qd on regarde ça au microscope à fluorescence on voit apparaître des organismes fluo spécifiques càd qu’on est sur qu’on a tel type de légionelle et non 1 autre.
C’est donc 1 technique très fine et très pointue.

IX. Observation en microscopie électronique (ME)
Non utilisée en routine.

Grossissement à des centaines de millier de fois.

X. La culture de B

Après avoir observé les B, il faut les faire pousser en remplissant certaines conditions :

· B aérobie stricte : pousse qu’en présence d’air, ds une étuve en présence d’air elle pousse facilement
· B aéro anaérobies facultatives : on les met dans des boites en présence d’air ou sur des boites dans une atmosphères ou il n’ y a pas d’O2, elles poussent pareilles 
· B microaérophile : on les met sur 1 milieu de culture où il y a très peu d’O2 (6 à 8%), elle vt pousser alors qu’elles pousseront – bien en aérobiose ou en anaérobiose.

· B anaérobies strictes : ne poussent qd absence d’O2
1)  Les différentes atmosphères de culture.

a) Aérobiose 
C’est facile on met les cultures ds 1 étuve normale

b) Aéro anaérobie facultative

Pareil, peu importe les conditions ds lesquels on les fait pousser

c) Anaérobie stricte

Il faut utiliser des dispositifs particuliers : 
· Portagerm : permet de mettre B à l’abris de l’air dès qu’on a fait le prélèvement : ce st des petits flacons ac un sertissage en métal et un petit bouchon en caoutchouc qu’on désinfecte bien, on prélève le tt ac une seringue, on chasse l’air de la seringue, on plonge le seringue dans le milieu qui est conditionné ss vide et on fait rentré le prélèvement dedans et on l’envoie au labo. On peut garder la B vivante pdt 24h

· Culturette anaérobie : même principe, on plonge le prélèvement dans ce petit étui et au fond on a de la gellose
· Système de jarre à vide

· Enceinte anaérobie : le must, permet de travailler comme ds un incubateur pr prématuré, on a 1 sas pr faire rentrer et sortir le matériel sans modifier l’atmosphère intérieure (80% N2,10% CO2, 10% H2). L’ensemble est chauffé à 37° dc les B poussent remarquablement bien.

3) Technique d’isolement 
C’est qd on veut séparer des B. 
On prend des milieux de culture qu’on met dans des boites de pétri, on dépose le prélèvement en faisant des stries serrées jusqu’au milieu de la boite, on fait perpendiculairement des stries serrées jusqu’à l’autre milieu de la boite et on termine par cette dernière partie et on s’arrête au milieu de la boite. Si y a bcp de B ds le prélèvement elles vt se déposer au départ très vite puis dans le derniers quadrant les B vt se déposer doucement. 

La B qd elle rencontre son milieux nutritif sur la gélose, elle se multiplie sur place ms 1 B va donner naissance à une colonie : c’est le résultat visible de la multiplication d’1B.
4) les différents milieux de culture
a) Culture sur gélose ordinaire :

En f°de l’aspect des cultures on a des orientations qui peuvent nous servir

A gche : la B c’est 1 klebsiella (pneumoiae) car elle est muqueuse, elle a cet aspect gras et huileux car elle a 1 capsule

A drte : la B a des pigments verts caractéristiques, c’est un pyocyanique (pseudomonas aeruginosa). C’est un germe souvent multi résistant aux anibiotiques
1 B ça double tte les 20 min, le lendemain on a 10^10 B si ce n’est pas plus (oui en fait bcp plus ;) )
La culture su gélose ordinaire permet au B qui ne st pas exigeantes en facteurs de croissance de se développer.



b) Culture sur gelose au sg

Convient aux B qui st plus exigeantes, qui ont besoin de facteurs de croissance pour pousser dc on utilise des géloses où l’on incorpore du sg de mouton ou de cheval ou parfois du sg humain pour les faire pousser
Même principe: on dépose le prélèvement sur ce type de gélose on fait un isolement pr séparer les colonies et là on aperçoit des colonies au centre d’un halo d’hémolyse : qd l’hémolyse est complète on dit que la B est béta hémolytique

La B responsable des angines rges : le streptocoque béta hémolytique du groupe A si on la dépose sur une gélose au sg on a exactement cet aspect d’halo d’hémolyse
Prquoi la B est au centre d’1 zone d’hémolyse ? La B diffuse dans le milieu et ttes les hématies qui st ds le milieu st lysée dc ça donne cet anneau d’hémolyse

Types d’hémolyse : 
· complète = à bords nets, on peut voir à travers la gélose sans difficultés

· incomplète = ça reste encore 1 peu opaque, et ts les GR ne st pas détruits

Pleins de B st béta hémolytiques

Sur ces gelose au sg, il y a d’autres B comme certains anaérobies qui donnent des pigmentations + ou – intenses : à drte, c’est pigmenté en noir dc ce st des anaérobies



c) Culture sur milieux sélectifs

C’est qd on veut isoler des germes à partir d’1 prélèvement qui permettent en + du fait qui st sélectifs de certaines variétés de B, de vous donner ds un grpe de B  des caractères différent qui permettent de bien les repérer.

Milieu de drigalski : contient du lactose et 1 indicateur de pH. Qd on met des B ds ce milieu, on voit au bout de 24h d’étuve à 37° la boite qui a 1 teinte jaune (qui est bleu au départ) : ça veut dire qu’il y a eu une acidification au départ, la B a été capable de fermenter le lactose dc on dit que la B est lactose+, si elle ne font rien elles st lactose-. C’est un mileux sélectif pr les gram-. Un staphylocoque ou 1 streptocoque ne pousseront pas dans ce type de milieu.

On utilise 1 milieu de culture en f° de ce qu’on cherche

XI. Microgaleries d’identification
Qd on étudie en bactério 1 B on prend tjrs 1 seule colonie où l’on va faire la galerie d’identification et l’antibiogramme correspondant à la B en question. 
· A j=1 on regarde à l’examen direct les B et on fait 1 isolement 

· A j=2 on reprend les colonies qui ont poussé, on procède à une identification  et on fait un antibiogramme
·  A j=3 on prend le résultat définitif.

Au labo : 
· on prd 1 colonie 
· on gratte la gélose 
· on met la colonie ds 1 peu d’eau, puis on fait des galeries d’identification  ac ce peu d’eau: il faut remplir ts les puits les 1 après les autres (ce qui permet d’étudier ts les caractères biochimiques de cette façon là) et on met ça à l’étuve

· à j=3 on ressort les galeries d’identification et on rajoute des réactifs mettant en évidence la positivité/négativité de certains tests. On va jusqu’à l’identification du genre de la B et de son espèce
Il y a des galeries fluorescentes qui ont 32 caractères, qui se finissent en 4h et qui permettent 1’identification bcp + rapide

XII. L’antibiogramme
C’est en parallèle ac l’identification

· on prend 1 colonie

· on la met ds 1 peu d’eau

· on inonde 1 boite de gélose puis on enlève l’excès de liquide 
· on dépose ac des systèmes automatiques des disques de papier filtre imprégné d’antibiotique.
Après de nombreuses études on connaît les concordances entre la taille du diamètre de la zone d’émission et l’effet de l’antibiotique : 1 antibiotique déposé sur la gélose puis mis dans une étuve donne le lendemain, une zone de diffusion ds la gélose, ça va donner 1 gradient de concentration tt autour du disque.
La B s’arrête de pousser qd elle va rencontrer ds la gélose 1 concentration appelée la CMI (concentration minimum inhibitrice) qui est la concentration en antibiotique qui ne lui permet pas de pousser.
3 types de réponses aux antibiotiques :
· sensible (S) : la B ne pousse pas en présence d’antibiotique 

· résistante (R) : c’est qd la B est capable de pousser en forte concentration d’antibiotique 

· intermédiaire (I): ça veut dire au clinicien qu’il peut utiliser l’antibiotique en augmentant les doses au max ou utiliser le traitement pas voie locale, ce sont les 2 seules conditions qui permette d’être efficace sur la B sinon il vaut mieux s’abstenir et traiter plutôt ac 1 antibiotique dont la réponse est sensible (S)

C’est pas aussi simple que ça car il peut y avoir des mécanismes de résistances : qd on voit un antibiogramme complet on peut dire en f° des zones d’inhibition des différentes molécules que tel B a 1 diamètre correspondant à R/S ou I ms l’antibiogramme n’est pas seulement de la lecture de zones d’inhibition on peut avoir une grande zone d’inhibition et se retrouver ac du R : c’est+ subtil.
Qd on a des B qui deviennent mutli résistantes aux antibiotiques, il faut utiliser des bonnes règles d’utilisation des antibiotiques : un spectre le + étroit possible ac 1 antibiotique qui soit efficace
XIII. Biologie moléculaire
La bio mol permet l’identification d’1 gène

 

1) Qd on recherche certains gènes, on peut extraire l’ADN, faire 1 amplification par PCR puis on compare à 1 séquence connue et on peut dire qu’on a le gène de telle enzyme ou de tel métabolite qui est présent ds ma B dc ont fait le diagnostique de présence ou absence d’1 gène en le comparant à la référence connu.

2) Si on a des infections ac plusieurs B qui st ttes de la même espèce et si on veut savoir si ce st les mêmes B (même épidémie ou pas), on fait l’identification par antibiogramme (si même antibiogramme : fortes chances que ce soient les mêmes B). pr avoir la confirmation absolue, on fait de la PCR : on prend des enzymes de restrictions qui cassent l’ADN en petits morceaux puis on compare les bandes obtenues par les différentes souches, si les bandes st identiques, on a les mêmes B.

On peut aussi faire de l’hybridation et détecter ac des sondes des B ds certains produits pathologiques : il suffit de coupler ça à 1 système qui entraîne une réaction chimique permettant de détecter des B, même en quantité infinitésimale.
Là on est ts en bonne santé mais sur notre peau on a des tas de B, ds notre bouche c’est faramineux !!! on a 10^10 à 10^11 B par mL de salive, ds le tube digestif 10^4 par mL, ds l’estomac 10^2par mL, ds la fin de l’iléon 10^6, ds le colon 10^11 par g de selle.
Il faut faire la distinction entre les flores normales (commensales) au niveau de la peau, de l’oro-pharynx, du tube digestif et les B responsables d’infection.

Flore commensale cutanée : Staphylocoques à coagulase négative, entéocoques, etc ce sont des germes normaux au niveau de la peau
Flore commensale oro-pharyngée : des streptocoques (qui st non béta hémolytique), des neisseria, des corynébactéries

Flore commensale digestive : on trouves des B anaérobies (qui st pratiquement ttes au niveau digestif) : escherichia coli = entérobactérie la + fréquent du tube digestif
Flore commensale vaginale : les lactobacilles, ce st les mêmes qu’on trouve ds le yaourt !!! (Lol…mmmmmh danone !) ms ça se conserve pas de la même façon !!!

BASES DE LA BACTERIOLOGIE
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