Fiche TP Bactério



1e séance : examen direct + isolement
2e séance : galerie d’identification des souches isolées + antibiogramme

3e séance : identification des souches + lecture des antibiogramme

4e séance : enseignement dirigé sur les antibiotiques

5e séance : enseignement dirigé sur les antibiotiques

CLASSIFICATION DES BACTERIES
Intérêt pr diagnostic et les principales localisations infectieuses

3 grds critères :

· Morphologie et coloration de Gram (lors de l’examen direct)

· Type respiratoire : aérobie, aéro-anaérobie facultatif, anaérobie stric ou microaérophile

· Exigences nutritionnelles des bactéries (= B ds suite du cours) d’où l’utilisation de milieux + ou – riches pr les cultures

A. Examen direct

Oriente diagnostique, conduit parfois à la mise en œuvre de milieux spéciaux, et guide l’interprétation du résultat final

Parfois il faut faire des colorations spéciales : Ziehl-Neelsen, ou des techniques particulières : fond noir, immunofluorescence

B. Type respiratoire

Mise en place de dispositifs spécifique en f° des différents types repiratoires

C. Exigences de cultures

· Milieu minimum : croissance de B non exigeantes

· Facteurs de croissance : les mécanismes de synthèse de certaines B requièrent des facteurs indispensables aux réactions biochimiques : vitamines, coenzymes… CO2 = facteur de croissance

· Milieux contenant des inhibiteurs : pr l’étude de prélèvements ayant 1 flore saprophyte ou commensale dont la croissance sur les milieux de culture gênerait la mise en évidence du germe recherché

· Atmosphère : respiration aérobie est la + rentable pr la B
H2O2 <=> catalase

O2 <=> cytochrome oxydase

· Température : Optimum de croissance de la plupart des B = 37°C. Certaines B entre 20 et 30. Ces limites de températures de croissances peuvent être utiles pr l’identification et l’isolement

I. EXAMEN MICROSCOPIQUE DIRECT D’1 SOUCHE BACTERIENNE

A. Examen à l’état frais
1. Réalisation

· Prélever de façon stérile ac 1 pipette 1 petit volume du produit
· Déposer 1 petite goutte au milieu d’1 lame
· Recouvrir la lame d’1 lamelle
2. Observation

· Placer la préparation sur la platine du microscope
· Amener l’objectif  X 40 au dessus
· Fermer légèrement le diaphragme (peu de lumière)
· Ramener doucement la platine vers l’objectif jusqu’à affleurement de la préparation
· Regarder ds les oculaires et remonter l’objectif jusqu’à vision nette
3. Résultat
L’état frais permet de :

· Détecter la présence de B

· Apprécier leur morphologie, ms surtt

· Leur éventuelle mobilité (à ne pas confondre ac mvmts browniens ou liquidiens)

4. Après l’observation

Jeter la préparation ds l’eau de javel

B. Examen après coloration
1. Réalisation d’1 étalement sur lame
· Prélever ac 1 pipette stérile 1 goutte de culture bactérienne 
· Déposer et étaler la goutte sur 1 lame
· Réaliser 1 frottis mince et homogène (1cm2)
· Jeter la pipette ds l’eau de javel
2. Séchage

Laisser sécher les frottis (on peut accélérer cette étape en chauffant légèrement)
3. Fixation

· Fixer les frottis à la flamme

· Ou recouvrir la lame d’alcool pdt 1 à 2min

4. Coloration de Gram (base de la classification bactérienne)
· Recouvrir le frottis de cristal violet
· Jeter le colorant, rincer à l’eau puis recouvrir de lugol et laisser agir 15s
· Rincer à l’eau
· Décolorer par l’alcool sur la lame inclinée jusqu’à que l’alcool n’entraîne plus de colorant
· Laver abondamment à l’eau
· Recouvrir d’eau et y verser qq gouttes de safranine ou de fuchsine. Laisser agir 30s à 1min
· Laver et sécher
5. Examen des préparations colorées

· Laisser tomber sur le frottis coloré 1 goutte d’huile à immersion 
· Placer la lame sans lamelle sur la platine du microscope
· Ouvrir le diaphragme au max ( max de lumière) et amener doucement à travers la goutte d’huile, l’objectif X 100 jusqu’au contact de la lame
· Regarder et faire bouger doucement l’objectif jusqu’à vision nette
6. Résultats

· Gram+ : B violettes
· Gram- : B roses
II. ISOLEMENT DES BACTERIES

Méthode des quadrants :

A réaliser sur gélose ordinaire et sur des milieux sélectifs en boite de Pétri : gélose A.N.C (sélectionnant B gram+), gélose de Drigalski (sélectionnant bacilles gram-)

· Ac pipette stérile déposer goutte de suspension à isoler près du bord de la boite de pétri et jeter la pipette
· Ac ensemenceur étaler la goutte sur qq cm 

· A partir de cet inoculum faire des stries très serrées sur la moitié de la boite, ac l’ensemenceur

· Tourner la boite de 90° et faire des stries comme précédemment perpendiculairement aux précédentes, sur la moitié de la boite

· Tourner encore 1 fois la boite de 90° et répéter 1 3e fois l’opération 

On a dc réalisé 1 isolement en quadrants dont la richesse en B diminue du 1e quadrant au 3e
Après il faut fermer la boite et la retourner puis la mettre en étuve à 37° pdt 24h couvercle en bas et gélose en ht de façon à éviter que des gouttes d’eau de condensation ne tombent sur la gélose
III. OBSERVATION DES ISOLEMENTS

Sur gélose ordinaire on note la taille, la pigmentation, l’aspect de colonies

Sur gélose au sg : hémolyse ou pas?

· Hémolyse de type α : incomplète à bords flous

· Hémolyse de type β : complète à bords nets (streptocoque du groupe A)
Effectuer 1 coloration de gram sur chaque type de colonies :

· Réaliser des frottis : comme on part d’1 milieu solide il faut mettre 1 goutte d’eau, prélever à l’ensemenceur un peu de culture que l’on dissocie dans la goutte, étaler cette suspension sur la lame de façon à réaliser 1 frottis mince et homogène puis jeter l’ensemenceur ds l’eau de javel

· Sécher, fixer, colorer, observer
IV. GALERIES D’IDENTIFICATION

Rechercher sur milieux non sélectifs des germes à gram+, la présence éventuelle d’1 catalase :
· Déposer sur 1 lame 1 goutte de réactif à base d’eau oxygénée

· Dissocier 1 colonie prélevée à l’ensemenceur ds cette goutte

· La présence d’1 catalase se traduit par dégagement gazeux 

· Jeter l’ensemenceur ds l’eau de javel

1) Suspicion d’1 staphylocoque (catalase+)

· Suspension du germe : 15 à 20 gouttes d’eau distillée stérile ds tube à hémolyse. Ac ensemenceur, prélever 1 colonie de la gélose. Dissocier cette colonie ds le tube à hémolyse.
· A l’aide de cette suspension on ensemence :

· 1 bouillon staphylocoagulase ac 2-3 gouttes

· 1 milieu de Chapman : laisser couler 2-3 gouttes à la surface de la pente gélosée puis piquer le milieu au centre jusqu’au fond du tube

· 1 milieu à l’ADN en touche : recherche DNase du staphylocoque

2) Suspicion d’1 streptocoque (catalase-)

· Ensemencer 1 bouillon viande-foie glucosé ou 1 bouillon de Schaedler, 1 bouillon hypersalé, 1 pente de milieu bile-esculine
· Etiqueter les tubes

3) Observation de bacille gram- (ne pousse que sur gélose ordinaire et sur milieu de Drigalski)

· Rechercher l’oxydase
· Faire 1 galerie API-20 Entérobactérie
V. REALISATION D’1 ANTIBIOGRAMME SUR CHACUNE DES SOUCHES

A. Choix des antibiotiques à tester

Il faut tester que les antibiotiques permettant de penser qu’ils peuvent être actifs sur le germe étudier (cf liste antibiotiques selon résultat du gram)

B. Préparation de la dilution bactérienne qui servira à l’ensemencement

· Bacille gram- : mettre 1 goutte de la dilution (ayant servi pr la galerie) ds 10mL d’eau distillée stérile
· Staphylocoque et entérocoque : 1 à 2 gouttes de la dilution ( ayant servi à ensemencer les différents milieux ) ds 10mL d’eau distillée stérile
C. Ensemencement

· Staphylocoque ou bacille gram- : 
· Inonder 1 boite de milieu de Mueller-Hinton ac la dilution précédemment efectuée
· Bien la répartir sur tout la surface de la gélose
· Enlever les excès de liquide à la pipette
· Entérocoque ou streptocoque : ensemencer pareil 1 boite de milieu de Mueller-Hinton au sg
D. Pose des disques

Les 6 disques seront déposés su la boite ac 1 distributeur automatique
VI. IDENTIFICATION DES BACTERIES

· Identification d’1 staphylocoque :
· Recherche de la staphylocoagulase : mettre ds 1 tube à hémolyse 10 gouttes de culture en bouillon staphylocoagulase + 10 gttes de plasma se lapin oxalaté, placer en étuve à 37, observer la coagulation
· Lecture du chapman : milieu jaune au fond du tube = positif (fermentation  mannitol), milieu resté rge = négatif
· Lecture DNase : inonder boite de gélose à ADN ac de l’HCl, si il y a 1 éclaircissement de la gélose cela indique la présence d’1 DNase
· Identification d’1 streptocoque : 
· observer aspect de la culture en bouillon et l’hémolyse éventuelle sur la gélose au sg
· Si le strepto a poussé en milieu hypersalé et en milieu bile-esculine, il s’agit en fait d’1 entérocoque et non d’1 strepto
· Identification d’1 bacille à gram- : cf tableau des résultats de galerie API-20 E
VII. LECTURE DE L’ANTIBIOGRAMME

Ap 24h d’étuve à 37, les disques st entourés soit par:

· La culture bactérienne
· 1 zone d’inhibition de cette culture

On déduit la concentration minimum inhibitrice (CMI) et la sensibilité du germe à partir du diamètre de cette zone d’inhibition

Pr chaque antibiotique, on a 1 courbe de concordance : droite de régression donnant la correspondance diamètre d’inhibition- CMI

Principales règles d’interprétation : (R=résistante, S=sensible)
· Staphylocoques : 
· Si 1 souche est R à l’oxacilline elle est R à ttes les autres β lactamines
· S aux aminosides ms doit être interprété en f° de la présence ou non d’enz d’inactivation des aminosides
· Streptocoques :
· Habituellement S à la pénicilline G
· Ts strepto et entérocoques naturellement R aux aminosides
· Entérocoques :
· Moins sensible à la pénicilline G et aux antibiotiques que les streptocoques
· Naturellement R à la lincomycine
· Bacilles à gram- :
· Klebsiella pneumoniae : R naturellement aux aminopénicillines
· Proteus mirabilis : R naturellement à la colistine, aux furanes, aux cyclines et au mécillinam

· Enterobacter cloacae : R naturellement à l’amoxicilline, céfalotine, augmentin et céfoxitine

· Pseudomonas aeruginosa : R à l’amoxicilline, céfalotine

· B anaerobies strictes : constamment R aux aminosides. Antibiotique pr les traiter = métronidazole ou Flagyl
2 tableaux à ne pas apprendre par cœur mais utile à avoir :
COLORATION DE GRAM+
	
	AEROBIES STRICTES
	AERO-ANAEROBIES


	ANAEROBIES STRICTES

	COCCI
	Micrococcus
	Staphylococcus
Streptococcus

Enterococcus

Leuconostoc

Stomatococcus

Pediococcus

Gemella

Aerococcus

Abiotrophia

Granulicatella
	Peptococcus
Peptostreptococcus

	BACILLE
	Brevibacterium
Nocaria
	Listeria
Bacille du rouget

Corynébactéries

Actinomycètes

Bacillus

Lactobacillus
	Clostridium
Propionibacterium

Eubacterium

Bifidobacterium


COLORATION DE GRAM-

	
	AEROBIES STRICTES
	AERO-ANAEROBIES


	ANAEROBIES STRICTES

	COCCI
	Neisseria

Moraxella catarrhalis


	
	Veillonella

	BACILLE
	Acinetobacter
Francisella

Bordetella

Moraxella

Brucella
Flavobacterium

Legionella
Pseudomonas

Alcaligenes

Spirillum

Xanthomona

Stenotrophomonas
	Entérobactéries
Aeromonas
Vibrions
Haemophilus
Bacillus

Lactobacillus

Pasteurella

Cardiobacterium hominis

Eikenella corrodens

Gardnerella vaginalis

Capnocytophaga
Kingella

Actinobacillus

Campylobacter

Helicobacter
	Bacteroides

Prevotella
Porphyromonas
Fusobacterium
Mobiluncus


DIAPOS DU POLY DE TP

Partie 1

1) Structure et classification des B

Permet de faire le diagnostic, établir le pouvoir pathogène, adapter le traitement (= ttt)

2) Structure générale des B

· Eléments d’1 B :
· Capsule
· Paroi
· Membrane cellulaire
· Cil
· Cytoplasme
· Ribosome
· Plasmide (ADN)
· K (ADN)
· 1 B est unicellulaire et autonome
· Taille : de 1 à 5  micromètre
3) Structure de la paroi bactérienne

Il y a 1 affinité pr des colorants spécifiques selon le type de paroi


a) Gram-
Paroi ac 1 mbrne externe + LPS

b) Gram+

Paroi ac des peptidoglicanes ++

4) Formes et coloration bactérienne


a) Cocci

· Gram+ :
· Amas
· Chainette
· Diplocoques (par 2)
· Gram- :
· Grains de café
b) Bacilles

· Gram+ :
· Palissade
· Gros
· Ramifiés
· Spiralés
· Gram-
· Bipolaire
· Fins, long
· Incurvé
5) Classification des B (Taxonomie)
Regroupement en : Espèce   permettant l’identification des B
                                            Genre

                                            Famille

2 niveaux :

· +/- Routine :

· morphovar : forme

· biovar : biochimie (production d’enz, utilisation des sucres, production des composés biochimiques)

· sérovar : Ag (analyse expression Ag de surface)

· pathovar : virulence (extraction de gènes, étude du profil de virulence)

Etude de l’aspect analytique (phénotype)
· Spécialisée : 

· Profil chromatographique de paroi

· Taux GC

· Analyse ARN homologie

· Analyse ADN homologie

Etude de l’aspect génétique
6) Physiologie et métabolisme bactérien
· Croissance bactérienne → culture bactérienne (visible)

· Métabolisme bactérien (condition de culture) :

· Mode repiratoire : dépendance ou non à l’O2

· Condition de T° : (optimum pr croissance = 37°C)

· Espèces thermo tolérantes > 37°C

· Espèces thermo résistantes < 37°C

· Nutriments limitantes

7) Génétique bactérienne

· 1 unique K bactérien :
· Taille variable

· Pas d’introns

· Réplication semi conservatrice

· Adaptibilité bactérienne :

· Variation phénotypique

· Régulation expression des gènes : différents signaux connus, environnement +++

· Variation génétique :

· Mutation

· Transfert matériel génétique : par bactériophage (transduction), ADN libre (transformation), plasmides, transposons/ICE (conjugaison)
· Transfert horizontal de gènes 

· Support de la virulence

· B commensale transfert : plasmide, transposons, ICE à 1 B pathogène. Il y a acquisition de ces derniers à la B pathogène

Partie 2
1) Démarche de diagnostic bactériologique

Faire de bons prélèvements, ds de bonnes conditions, au bon moment

Connaître :

· B pathologiques

· Les conditions de leurs isolements

· Le profil classique de sensibilité au ttt

2) L’analyse diagnostique bactériologique


a) Pr le diagnostique direct de l’infection
Se fait à partir d’1 prélèvement :

· 1e jour :

· examen direct (interprétation)

· cultures (adaptation)

On aboutit à 1 1e classification
· 2e jour :

· identification

· sensibilité aux antibiotiques

      On aboutit à 1 2e classification

b) Pr le diagnostic indirect de l’infection
· Sérologie

· Recherche Ag bactériens

2) Examen direct
Se fait en microscopie

2 principes :

· Non fixé, état frais : 
· Présence de B

· Agencement bactérien

· Mobilité bactérienne

· Fixé, marqué ou coloré
· Présence de B

· Forme bactérienne

· Affinité colorant

Colorations :

· Classiques : 

· Bleu de Méthylène

· Gram (surtt)

· Spécifiques :

· Ziehl Neelsen (résistance acido alcooloqiue , BAAR)

· Colorations des germes intracelullaires

· Marquage Ag de paroi spécifique ac Ac fluo

3) Cultures
Solides ou liquides

Types de milieux

· Standard ou minimum

· Enrichis (sg, charbon, sg cuit)

· Sélectifs (détergent, cristaux, antibiotiques)

· Synthétique (1 seule source de carbone et énergie)

Conditions de culture

· Standard

· Orientation particulière

4) Identification


a) Techniques d’identification génotypique

· Diagnostic d’orientation :
· Aspect des colonies en cuture
· Profil de selectivité des cultures
· Tests rapides :
· Catalase
· Oxydase
· Microscopie : 
· mobilité 
· forme 
· spores
· Confirmation :
· Profil biochimique
· Profil chromatographique de la paroi
· Séro groupage
· Recherche de marqueurs de virulence spécifiques
· Sensibilité à des réactifs particuliers
b) Techniques d’identification génotypique
· Principe : 
· Extraction du matériel génétique
· Etude du matériel nucléique obtenu
Analyse d’homologie de séquence (indirecte=restriction ou directe=amplification)

Recherche d’1 gène particulier et spécifique
· Applications :
· Diagnostic bactériologique difficile ou impossible
· Diagnostic bactériologique long
5) Orientation vers diagnostic bactériologique
Faire la distinction entre flore normale (= commensales (cutanée, oro-pharyngée, digestive, vaginale), de colonisation et l’infection
· Pathogènes opportunistes : statut de l’hôte

· Immunodépression sévère

· Complications chirurgicales

· Pathogènes « obligatoires » : virulence bactérienne

· Toxines +++
TP DE BACTERIOLOGIE 
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