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| TP DE MICROBIOLOGIE - ANNEE 2010-2011 I

Licence Sciences, Technologies, Santé mention B
UE 6.3 b : Bactériologie et Virologie Générales

MATERIEL : Travail en binbme

- une blouse en coton Etuvegroupe dumatin, étage du haut

- un feutre indélébile groupe dd’aprés midi, étage du bas
- un élastique a cheveux Pipetage uniquement avegires

1lére semaine

PROGRAMME DU TP : LE COURS ET LESTD DOIVENT ETRE COMPRIS
G Travail stérile
% |dentification de 3 souches
% Identification présomptive de souches d’'un mélange

- Techniques de base :
- Travail stérile - Ensemencement
- Etat frais - Isolementur milieux gélosés sélectitt non sélectifs
- Coloration de Gram

- Identification bactérienne par I'étude des caraatres métaboliques et antigéniques

|- TRAVAIL STERILE (J1, J2)|

1)J1
A partir d’'un bouillon Trypticase Sojd §) de 10 mL (tube a essai), transvaser stérilemeht
mL dans 5 tubes a hémolyse a l'aide d’'une pipedteerir.

- 2 bouillons serviront au test de stérilité :ilesuber 24h a 37°C.

- les 3 autres bouillons serviront pour I'iderd#iion des 3 souches (voir ).

2) J2
Les 2 bouillons non ensemencés sont-ils limpidésriclusion.

|II - IDENTIFICATION DE 3 SOUCHES (J1, J2, J3) \
Chaque bindme recoit 3 souches isolées sur geBsnVue d’'une identification.

1

- Caracteres morphologiques Pourchacune des 3 souchgegtaliser séparément :
- Gram(objectif x 100 a I'immersion). Dessiner la forraeacte (allongée, ovale, ronde,
incurvée, ...). Préciser le groupement.
- Etude de la mobilité
- ensemencement d’'un milieu semi-solide mannitobifité : piqQre centrale avec 1 colonie.
- ensemencement d’'un bouillon TS™de2 mL avec 1 colonie.

- Réisolement Faire sécher 3 géloses TS 30 min. a I'étuve.
- Isoler a partir du bouillon TS ensemencé paplbrie chaque souche
sur une gélose TS par la méthode des quadfateber entre chaque quadrant.
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2)J2

Etudier sur les 3 souches

- Caracteres morphologiques
- étude de la mobilité
- lecture du milieu mannitol-mobilité.
- état frais entre lame et lamelle & partir duiben TS (objectif x 40 a sec).
- étude macroscopique des colonies

- Métabolisme énergétique - TESTSAREALISER SUR LA MEME LAME-

- catalase Déposer 1 goutte de,8, puis les colonies avec 1 pipette Pasteur.

- oxydase Déposer 1 papier buvard avec 1 goutte de TMP&phoBer les colonies avec
une pipette Pasteur a la limite de la goutte ebulkard sec. Le test est + si c’est la colonie qui
vire qu rouge.

Etudier selon I'identification présomptive de #anfille ou du genre :

- Caractéres métaboliques
- pour bacilles Gram -
Lecture de la fermentation du mannitol sur le rili@annitol-mobilité ensemencé en J1.
Ensemencement d’une galerie d’identification sifig®i en tubesvpir fiches technique$ :
- milieu de Kligler-Hajna
- milieu de Clark et Lubs (pour réaction de RW&)
- milieu urée-indole de Ferguson
- recherche de la nitrate réductase sur mannitddHite.
Ensemencement d’'une galerie API 10E.

- pour staphylocoqugsoques Gram +, catalase +)
Lecture de la fermentation du mannitol (cf. ci-de3s
Recherche d’'une DNAse : ensemencer une géloseDil'A
Recherche d’'une coagulase : agglutination de pdesade latex sensibilisées par du fibrinogéne.

- pour streptocoqudsoques Gram +, catalase -)
Lecture de la fermentation du mannitol (cf. ci-de3s
Etude des caractéeres antigéniques (a faire évéarnesit J3:
Recherche du polyoside C pariétal 1- extraction du polyoside Cmettre 20 colonies
en suspension dans 0.5 mL d’enzyme d’extractiaubdar 10 min. a 37°C au bain-marie
2-_réaction d’agglutination de particulde latex
sensibilisées par des anticorps spécifiques deuehaojyoside C de groupe A, B, C et D.

3)J3
- pour bacilles Gram -
Révélation et lecture de la galerie d’identificatien tubes.
Test ONPG uniguement si la bactérie est lactose - (voir milieu de KdigHajna).
Révélation et lecture de la galerie API 10E.
Comparaison des résultats obtenus par les 2 méthode

- pour les staphylocoques
Révélation de la DNAse.
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|||| - ETUDE D’UN MELANGE DE GERMES (J1, J2, J3) \
Chaque bindme recaitn bouillon TS renfermant un mélange de germes.

1)J1
- Etude morphologique

- Etat frais: mettre 1 ansede bouillon entre lame et lamelle. Observer (athd
technique).

- Gram: mettre2 gouttesde pipette Pasteur sur une lame.

%- présomption : types de germes prés@oise, groupement, mobilité, Gram)
%- choix de milieux de culture sélectifs ou non pbisblement de ces bactéries

- Isolement sur milieux solides :
Fairesécher les géloses 30 mia.l'étuve avant I'isolement
- sur milieu non sélectif (gélose J§ui permettra la croissance de toutes les bastéri
- sur milieu(x) sélectif(s) si nécessaire pouilien certaines bactéries :
- milieu de_Chapmasélectif pour staphylocoques et microcoques
- milieu de_Drigalsksélectif pour bacilles Gram - courants (entéroéres,
Pseudomonas, Vibrion).

2) J2
- Voir la qualité des isolements. Si besoin, réisoler.
- Lecture des milieux Chapman et Drigalski.
- Comparaisondes isolements entre eux. Aspect macroscopiquediesies.

- Identification présomptive de chaque germe :

- Gram

- oxydase

- catalase

- type respiratoire Lecture des gélose¥iande Foie (VF). VOIR clichés fournis
Les gélose¥F ont été ainsi préparées. L¥E sont préalablement régénérées 20 min. au bain-
marie bouillant et ramenées™a55°C. Elles sont ensemencées avec une coloni¢oste la
hauteur du tube puis solidifiées immédiatementassant le tube sous I'eau froide. Les VF sont
incubées 24h a 37°C. Le bouchon est Iégéren@rissé pour laisser I'air pénétrer

AUCUN AUTRE TEST a faire

3) J3 Finir les lecturesdes tests.

\ COMPTE RENDU par bindbme : a rendre impérativementen J3 a la fin de la séance :

- Travail stérile.

- Identification des souches : classer les résulpar souche ; regrouper les tests pour
dégager la logigue de la démarche d’une identiinat

- Identification présomptive des germes du meélange.

- Inclure une note sur: - principe et mode ddulec des milieux TS, Chapman et
Drigalski. - principe et mode de lecture des miiggligler, Clark et
Lubs, urée-indole et du test de la recherche dériaie réductase.

- définition des entérobactéries.
NB : - Ne pas oublier le n° des 3 souches étudiées elelidre du mélange

- Les comptes-rendus ne doivent pas décrire les tedhnes utilisées mais doivent
comporter les résultatset la démarche suiviesi possible sous forme de tableau
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TP DE MICROBIOLOGIE - ANNEE 2010-2011

Licence Sciences, Technologies, Santé mention Bigiko
UE 6.3 b : Bactériologie et Virologie Générales

2éme semaine

PROGRAMME DU TP :
| - CMI et CMB vis a vis de la streptomycine - Dénlarements bactériens
Il - Mutation - Antibiogrammes par diffusion enlgge
Il - Conjugaison - Antibiogrammes par diffusion gélose
IV - Examen individuel

| - CMI et CMB VIS A VIS DE LA STREPTOMYCINE (J1, J2, J3) ‘

CMI : plus faible concentration d’antibiotique ibant toute croissance visible

CMB : plus faible concentration d’antibiotique naiskant subsister que 0.01ée
I'inoculum initial
Une solution mere d’antibiotique a 10 g/L est dstée. Calculer le volume de solution mere
d’antibiotique a ajouter pour avoir 2 mL de mili@d 024 mg/L

1) J1: Préparation commune aux CMI et CMB::

- Inoculer un bouillon TS avec 1 colonie de la souche donnée sur géloset Tixwer ce
bouillon 1 a 2h & 37°C en bain-marie agiteé.
- Préparer pendant ce temps la gamme de dilution de I'artitdpie (solution mere a 10 g/L):

Préparer dans des tubes a hémolyse bouchés axatilgtions géométriques de raison 2
de l'antibiotiquedans du bouillon MH stérile sous un volume final de 1 mL de facon &b
une gamme allant de 1024 a 8 mg/L et 1 tube tésuns antibiotique soit 9 tubes.

- Préparer une dilution du bouillon de culture au moins ali0kén bouillon MH (cette dilution
doit étre parfaitement limpide).

Répartir 1 mL de cette dilution dans chaque tube de la gandfantibiotique (la
concentration finale en antibiotique va de 512nagiL). Commencerpar le tube témoin.

- Numération de I'inoculum initial. - Fairesécher 30 minl gélose TSavant utilisation -

Le tube témoin sans antibiotique (1 mL de bouillehd + 1 mL de suspension
bactérienne diluée au 1/10 en bouillon MH) esiadipour évaluer I'inoculum initial (il devrait
renfermer] 10° bactéries viables/mL) : Faire 4 dilutions de raid® en eau distillée stérile (50
uL dans 450uL) : 107, 102 10° 10* qui serviront pour linterprétation des CMB catesl
correspondent respectivement a 10%, 1% 0.1% ef®dH survivants. Ensemencer |50 des
différentes dilutions et de I'’échantillon non dil({#0% de survivants) sur la gélose TS.

- Incuber les tubes et les boites 18 a 24h a 37°C.

2)J2

- Lecture de la CMI
Déterminer la CMI
Précisez la catégorie S, R ou | de la souche
Dénombrer les colonies bactériennes de l'inoculGadculer le nombre de bactéries par mL de
bouillon (chaque bactérie a donné naissance aalagrie) en tenant compte des dilutions.

- Détermination de la CMB
Dénombrer les survivants sur milieu gélosé pousstes tubes limpides (sans pratiquer de
dilution) : Sécher 30 min.1 gélose TS Ensemencer 5L de chaque tube limpide sur cette
gélose TS Incuber les géloses a 37°C.

3)_J3 - Lecture de la CMB -Déterminer la CMB en comparaletnombre de survivants
dénombrés dans chaque tube limpide a la gammaeanétalbinoculum initial.
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Il - MUTATION (31, J2, J3) |

- Principe. Sélection de mutants spontanés résistants a l'acalelixique par la
techniqgue du gradient de Szybalski.

1)J1
- Préparation du milieu de culture
On dispose de solutions meres d’antibiotiques agA0 La concentration finale en acide
nalidixique dans la gélose Mueller Hinton (MH) déite de 40 pg/mL.

- Calculer le volume de solution mere d’antibiogcuajouter a 20 mL de gélose

- Ajouter I'antibiotique & 20 mL de gélose de MHhftue et refroidie & 50°C.

- Couler dans une boite de Petri. Laisser solidd@reposition inclinée

- Lorsque la gélose est solidifiée, repérer I'aike eoter sur le fond de la boite.

- Mettre la boite a plat et rétablir le niveau ave20 mL de gélose MH sans antibiotique
fondue et refroidie & 50°C.

- Laisser solidifier L’antibiotique va diffuser et il s’établit un gigent de concentration
allant de 0 a 4pg/mL.

- Mettre a sécher au moins 30 min. a I'étuve avant ilisation de la gélose.

- Préparation de la souche bactérienne
La soucheescherichia coli 2 est distribuée sur gélose Trypticase Soja (TS).
Préparer une suspensitmrés dense (comme du lait concentré)lans™1 mL d’eau distillée
stérile & 10'° bactéries/mL).
Ensemencer le milieu de culture par étalenaentateau de 0.2 mL de suspension bactérienne.
Incuber 24h & 37°C.

- Sensibilité aux antibiotiqudsvoir fiche technique):
Pratiquer un antibiogramme par la méthode des dsspaur vérifier la sensibilité de la souche.
Faire sécher 10 min. 2 géloses de Mueller-Hinton
Ensemencerces 2 géloses MEvec la mémesuspension bactérienne Tester :
Boite 1 : sulfamides, triméthoprime, acide nalidue, streptomycine, kanamycine, gentamicine.
Placer un disque de rifampicine au centre.
Boite 2 : amoxicilline, amoxicilline+acide clavuigoe, céfalotine, céfotaxime, ticarcilline,
péfloxacine.

2) J2
- Lire I'antibiogramme(voir fiche technique).
- Repérer et compter les colonies de mutants adggstjui ont poussé dans la partie de la boite
ou l'antibiotique est le plus concentré.
- Pratiquer un antibiogramme par la méthode deguds sur une colonie pour vérifier
I'apparition de la résistance. Utiliser une suspmnbactérienne moins diluée pour ensemefcer
gélose MHpréséchée 10 min. : 1 colonie dans 10 mL d’edillées
Déposer les antibiotiques delaite 1et rajouter Igpéfloxacine au centre

3)J3
Lecture de I'antibiogramme.
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Il - CONJUGAISON (J1, J2, J3)

- Principe. Mise en contact directe de deux bactéries et teandfune information génétique
d’'une bactérie donneuse possédant les g@aesvers une bactérie receveuse (J. LEDERBERG
et E. TATUM, 1946). Dans le TP, la sélection duins@onjugant (recombinant stable) se fait sur
un milieu de sélection contenant deux antibiotiques correspond au marqueur de résistance
chromosomique de la réceptrice et 'autre a un meugde résistance porté par des plasmides
conjugatifs hébergés par la donatrice. La fréquelecgansfert est estimée par le rapport entre le
nombre de transconjugants et le nombre de bactiieatrices.

1)J1
- Préparation du mélange Donatrice-Réceptrice :
Les bactéries donatrice et réceptrice sont digggblen bouillon Trypticase Soja (TS).
Mélangerl ml de donatrice et 4 ml de réceptricelans un tube stérile.
Agiter doucement le tube pour homogénéiser le ngélan
Incuber 24h a 37°C dans le bain-masans agitation

- Préparation du milieu de sélection :
On dispose de solutions meres d’antibiotiques agA0 La concentration finale en acide
nalidixique et en kanamycine dans la gélose Muéllaton (MH) doivent étre de 50 pg/mL.

- Calculer le volume de solution mere d’antibiogcuajouter a 20 mL de gélose

- Ajouter les antibiotiques a 20 mL de gélose de fdhtiue et refroidie a 50°C.

- Couler dans une boite de Petri.

- Laisser solidifier sans incliner.

B. Donner aux enseignants
- Les bouillons de la Donatrice et de la Réceptricdls seront stockés a 4°C (voir J2).
- Le milieu sélecteur Il sera mis a sécher a I'étuve puis stocké a 400 (02).

2) J2
- Sélection des transconjugants sur le milieuéliection séché
- Isoler sur ¥z de boite le mélange Donatrice/RémepEtaler le contenu de 2 anses
- Isoler sur ¥ de boite la Donatriégaler le contenu de 1 anse
- Isoler sur le ¥4 de boite restant la Réceptidaler le contenu de 1 anse
- Incuber la gélose 24h a 37°C.

- Lecture des antibiogrammes de la Donatrice & dReceptrice
Donatrice : La souche donatrice est la souéheoli 2 utilisée dans le paragraphe Mutation (J1).

Réceptrice: La souche réceptrice est une souEheoli sensible a toutes les molécules sauf a
I'acide nalidixique. La bactérie pousse au contlactlisque d’acide nalidixique.
- Relever son antibiogramme parmi les clichés fournis

- Dénombrement de la Donatrice sur géloseVidy le cliché numération donatrice :

En J1, 50uL des dilutions 10, 10° et 10’ du bouillon de la donatrice ont été ensemencés sur
une méme geélose. La gélose a été incubée 24h a 37°C

- Calculer le nombre de donatrice par mL.

- Evaluer la concordance et la pureté.

- Exploiter ce dénombrement en J3.
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3)J3
- Milieu de sélection
- Vérifier la sélectivité du milieu.
- Repérer les colonies des transconjugants.
- Calculer le nombre de transconjugants par woluime 1 anse = ).

- Estimer la fréquence de transfert pour 24 h desement
La fréquenceest le rapport entneombre de transconjugants/ml et nombre de donsatnide

- Lecture et interprétation de I'antibiogramme cansconjugant
- Utiliser I'antibiogramme et/ou les clichés misatre disposition dans la salle de TP.

COMPTE RENDU par binbme : a rendre impérativementen J3 a la fin de la séance :

- CMI, CMB, rapport CMB/CMI, dénombrement du témoi

- MUTATION et INTERPRETATION des ANTIBIOGRAMMES d& soucheE. coli 2
avant et apres mutation.

- CONJUGAISON de la souche coli 2 et INTERPRETATION.
Ne pas oublier les n° et nom des souches.

Utiliser le fichier compte-rendu3 UE 6.3 b : Bactériologie et Virologie Généraledisponible
sur le site web http://microbiologie.univ-tours.fr
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[l - EXAMEN PRATIQUE INDIVIDUEL (J2 et J3)

Documentsautorisés :
Un mélange de germesn bouillon TS est distribué a chaque étudiant pou
- isolement des différentes bactéries sur miligéhectifs ou non
- Gram et Etat Frais (EF)
- identification au moins patrtielle (famille, gerou espéce) des bactéries

Chaque étudiant est noté sur :
- la qualité des isolements
- les colorations de Gram et états ftaisg
- sa démarche
- son compte rendu

Notation au cours de I’examerl\

Les étudiants pourront utiliser les réactifs p@gsrtiests oxydase et catalase.

Les étudiants devront indiquer I'orientation dedntification.

Les étudiants devront lister les milieux et réactidiu’ils utiliseraient pour aboutir a
I'identification des germes.

AUCUNE AIDE NE SERA APPORTEE POUR REGLAGE ET LECTUR E GRAM et EF

COMPTE RENDU INDIVIDUEL A RENDRE A LA FIN DE LA SEA NCE EN J3

Ne pas oublier le n° du mélange
Les comptes-rendus ne doivent pas décrire lEmigues utilisées mais
doivent comporter les résultatsla démarche suivia possible sous forme de tableau.

REMARQUE

Un examen théorique de Travaux Pratiquesaura lieu pendant les sessions de juin et de
septembre sous la forme d’un contrdle écrit de Blutas sans documents.

NOTATION DES TP

Compte rendu semaine 1 :sur 20

Compte rendu semaine 2 :sur 20 - une note moyanm20
Examen pratique de TP . sur 20

Examen théorique de TP : - une note sur 20

Note finale sur 40 points, puis remise au coefficee TP de 'UE.
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