DS n°4
Taxonomie Bactérienne — Croissance

1. Identification des Pseudomonas ([ 15)

Pseudomonas aeruginosa, espéce type du genre Pseudomonas, se caractérise par des bacilles Gram(-),
oxydase (+), mobiles par une ciliature polaire, aérobies stricts, se développant en profondeur d'une
gélose VF nitratée, résistant au cétrimide et produisant 2 types de pigments : la pyoverdine et la
pyocyanine.

Les autres espéces de Pseudomonas peuvent étre identifiées a I'aide des 20 caractéres étudiés dans la
galerie Api20nE.

1. Quelles différences structurales y a t-il entre une bactérie Gram négative et une Gram positive ?
2. Quel sera l'aspect d'un milieu VF ensemencé avec Pseudomonas aeruginosa, aprés 24h
d'incubation a 30°C. Justifier. Expliquer I'aspect obtenu avec la VF nitratée.

3. Que doit contenir le milieu de culture pour favoriser I'expression des pigments des
Pseudomonas.

Quel est le pigment spécifique de Pseudomonas aeruginosal ?

Quels sont les Pseudomonas producteurs du second pigment ?

4. A partir des informations données dans les document 1 et 2 établir un schéma expliquant le

protocole d'ensemencement de cette galerie.

5. A quoi correspond la seconde partie de la galerie (de |GLU| a |PAC]) ?
Quelles sont les propriétés que doit avoir le milieu APl AUX médium ?
Comment lit-on cette partie de la galerie ?

2. Toxonomie des Pseudomonads ( / 10)

La classification des Pseudomonas peut-étre confirmée par la détermination du pourcentage en G+C :
aprés extraction purification de chromosome bactérien, on étudie I'absorbance de la solution d'’ADN au
cours d'un chauffage progressif. La courbe obtenue pour Pseudomonas aeruginosa est donnée dans le
document 3.

1. A quelle longueur d'onde sont effectuées les mesures? Justifier votre choix.

2. Déterminer graphiquement la température de fusion (Tm) de cet ADN, en justifiant votre démarche.

3. Les valeurs de Tm et de pourcentage en G+C de trois ADN d'origines diverses figurent dans le
tableau suivant :

Origine %(G+C) Tm(°C)

E. coli 50 89,6

Proteus 35 83,7
Clostridium 28 80,8

Etablir I'équation de la droite %(G+C) en fonction de Tm et justifier le signe de son coefficient
directeur.
En déduire le pourcentage en G+C de I'ADN étudié.

3. Croissance d’Enterococcus faecalis en condition de stress (/ 15)

1. Le document 4 donne la composition d'un milieu synthétique, le milieu DM (Defined Médium), et les
résultats expérimentaux de la croissance d'E. faecalis sur ce milieu.
1.1. Définir et déterminer graphiquement l'ordre de grandeur du temps de génération de la souche en
croissance. L'exprimer en minutes.
1.2. Au temps t=3h, la concentration en glucose dans le milieu est de 1,2 g/L. Déterminer le rendement
en biomasse de cette culture, sur 3 heures, sachant que :

0,1 UDOs70nm correspond a 50 mg.dm? de matiére séche de bactérie



2. L'influence de la concentration en sels biliaires sur la croissance d'E. faecalis figure dans le
document 5. Quel est l'effet d'une concentration a 0,08% en sels biliaires sur le temps de génération ?
Justifier votre réponse.

3. On étudie l'influence de I'addition de chlorure de sodium a forte concentration sur la croissance
d'E.faecalis.

3.1. Que se produit-il lorsqu'on transfere une bactérie dans un milieu d'osmolarité plus élevée ?

3.2. Pour étudier la différence de comportement d'E. faecalis dans des conditions de stress
hyperosmotique, on compare la croissance de la bactérie :

- en milieu DM (contrdle)

- en milieu DM avec une concentration en NaCl de 0,75 mol/L

- en milieu DM avec une concentration en NaCl de 0,75 mol/L et avec de la glycine bétaine a 1 mmol/L.

Les résultats figurent sur le document document 6.

Comment évoluent la biomasse et le taux de croissance en milieu DM additionné de NaCl seul et de NaCl +
glycine bétaine ?

Que peut-on conclure quant au réle de la glycine bétaine ?



Document 1 : Extrait du tableau de lecture de la galerie Api20nE
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RESULTATS
TESTS SUBSTRATS REACTIONS/ENZYMES NEGATIF POSHIE
réduction des nitrates — _H[I‘ 1+_Hrr ! j_.%_mr.‘_.. ==
NO, nitrate de en milniles ncolore TOSE-rouge
R réduction des mirates -———————zﬂj 43 R
en azote rose INCoe
| T— I JAMES! immediat )
TRP | Wryplophane formation dindole e - =
ver! pale-jaune rose
F@E* glucose lermemanun_ blew a vert ja-t.l ne
_A_EJ.E _a;n;:a ) argiing dihydrolase |aung aranges rosed rouge |
HE__E urge i uréase jaune oranges rosel rouge
_F:E_C escubneg = _—h;rolyse {#-glucosidase) jaune gns! marrond noe
QL ?aﬂll?i;:?cere de ching) Hydrolyse (proloase) najud::gﬂ::::;m pfi;::rl-ﬂldﬂfﬁ
PNPG gl; I;;?::‘.‘T:;E:-EHDSI . }-galactosidase incolore jaung
[ GLU glucose assimilation 3 e S B adl
ARA arabinose assumlation
I.E’EJ MANRDSE assrmilalion
| MAN | | manmtol assimilation
@EJ N-acelyl-glucosamine assimilation
M maltose assimilation
GNT giuconate assimilaton
AP caprale assimilabion
LiD__ij adipate assimilation
| MLT malale assimilabion
cIT citrate assimilation
PAC pheényl-acétate asswmilation
L i S Py o

phenyléne diarmne




Document 2 : Extrait de la notice technique de la galerie Api20nE

AP1 20 Ne

SYSTEME D'IDENTIFICATION DES BACILLES
GRAM MNEGATIF NMOMN-ENTEROBACTERIES

Motice technigque
Version H

AP 20 NE est un systéme standardisé combinant
8 tests conventionnels et 12 tests d'assimilation,
pour Identification des bacilles Gram neégatif
mappartenant pas a la famille des entérobacte-
ries, mais principalement aux genres suivants -
Pseudomonas. Acinetobacter, Flavobacterium,
Moraxella, Vibrio, Aeromonas, elc

Principe

La galerie AP1 20 N€ comporte 20 microtubes con-
tenant mileux et/ ou substrats sous torme déshy-
dratee.

Les tests conventionnels sont inoculés avec une
suspension bactérienne saline qui reconstitue les
milieux. Les reactions produites durant ia période
diincubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou revelés par I'addition de réactifs
Les tests d'assimilation sont inoculés avec un mi-
ligw mimmum et les bactéries cultivent seulement
si elles sont capables d'utiliser le substral corres-
pondant.

La lecture de ces réactions se fait 4 laide du
Tableau de Lecture et l'identification est obtenue
soit & laide du Tableau d'ldentification soit &
laide du Cotologue Anclytique, soit du logiciel
APILAB.

« Lecofiret AM 20 NE permet de réaliser 25 denti-
fications et | se compose de
— 25 galeries AP 20 NE
— 25 boites d'incubation
— 25 ampoules de AUX Medium
— 25 fiches de résultats
— 1 notice techrigque APl 20 NE

- Pour utiliser AP1 20 NE. il faut en outre disposer
de .

— MoCl 0.85 % Medium, 2 mil (¥ 20086)

— réactifs des nitrites. NIT 1 et NIT 2 (¥ 7044
et 7045)

— réactif Zn (¥ 7038)

— réactif JAMES (# 7054)

— réaclif OX (4 T046)

— huile de poroffine (¥ 7010)

— Pipettes (# 7030) ou PSlpettes (¥ 7025)
— McForond Standard (4 7090) point 0.5

— Cotalogue Analytique AP 20 NE (¥ 2009)
— Logiciel APILAB (¥ 3101, 3104)

Plus le matériel de laboraloire

— étuve (30" C). refrigérateur, bec Bunsen,
Ccrayon margqueur

Conservation

Galeries APl 20 NE et milieux AUX Medium se con-
servent 4 2-B"C La date imite d'utilisation est im-
primée sur I'emballage

Les réactifs, en dehors du Zn, se conservent éga-
lerment 4 2-8" C Les réactifs OX et JAMES doivent
de plus étre conservés & l'obscurité Pour cela, il
faut entourer les flacons d'une feulle d'alumimum

Composition des milieux et réactifs
« AUX Medium (inclus dans le cofiret)

Sulfate d'ammonium 20qg
Agar 159
Base minérale 2.8 mg
Amino-acides 250.0 mg
Vitamines el substances nulritives 358 mg

Tampon phosphate 004 M pH 71 gsp 1000 mi
pH final - 7.0- 7.2

« Nall 0.85 % Medium, 2 mil
Chilorure de sodium B85g

eau distillée 1000 mil
- Reéactifs de Griess pour les rutrites

NIT 1

acide sulfaniique 08g

acide acétique 5N 100 mi

NIT 2

N-M-dimeéthyl- 1-naphtylamine 06g

acide aceétique 5N 100 ml
- Réactif JAMES pour la recherche de Indole

Composant J 2183 05g

HCI M qsp 100 ml
- réactit OX pour la recherche de l'oxydase -

tetraméthyl-p-phénylénediamme 1 g

alcool isoamylique 100 mi



Mode opératoire

1. Sélection des colonias

AP1 20 NE est réservée aux bacilles Gram négatif
non enterobactéries. l convient donc de repérer
sur la boite d'isclement quelques colonies ident:-
ques el de rechercher I'oxydase sur l'une d'elle,
comme suil |
« déposer un morceau de papier fitre sur une
lame de verre
= humiditier avec une goutte d'eau distiliée stérile
« &taler la colonie choisie avee un applicateur de
verre ou de bois
« FJouter une goutle du réachi O
une couleur VIOLETTE apparaissant en 1-2 mi-
nutes indique une REACTION FOSITIVE
Cette réaction doit étre notée sur la fiche de
résultats car elle constitue le 21° test de Fidentifi-
zation
NOTE ' certaines espéces de bacilles Gram néga-
tif non enterobacténes qui sont oxydase-négatif
iP5 maltophifia, Acinelobacter . ) sont partaite-
ment deniilidges avec AP 20 NE. On g'aidera du
contexte clinique ou bactériologique pour utiliser
cette galens

2. Préparation de la gaierie

= reunir fond et couvercle dune boite dincu-
bation et répartir ermaron 5 mi d'eau distillée
dans les alvéoles pour créer une almosphére
humide

= Nscrire la référence de la souche sur la lan-
guette latérale de la beite

» retirer la galerie de son emballage individuel, 1a
deéposer dans la boite d'incubation et eler le
daessiccant

3 Préparation de I'inoculum

= auvnr ung ampoule de Nacl 0.85 % Medum
(* 20086) ou utihser un tube contenant 2 ml de
la méme solution, sans additif

= réaliser une suspension baclérienne de lurti-
dité égale & celle de I'étalon 0.5 de McFadand:
prélever pour cela 14 4 colomes 3 l'aide dune
mipette, par aspirations ou par touches succes-
5ves

4 Inoculation de la galerie

= remphr les tubes (et non les cupules) des tests
MO, & PMPG avec la suspension précédente et
avec la pipette ayant servi au prélévement Ev-
ter la formation de bulles en posant lextrémité
de la pipette sur le coté de.ia cupule

= auvnr une ampoule de AUX Medium et ¥ trans-
ferer 200 0l soit 4 3 8 gouttes de Ia SUSpEension
précedente. Homaogéngiser avec la pipette en
evilant la formation de bulles

« remplir tubes et cupules des lests |G LUJa |PAC
enveillant & créer un niveau horizonial ou lege-
rement convexe, mais jamais concave Des
cupules incomplétement remplies ou trop rem-
plies peuvent entrainer des résullats incorrects

= remplr d'huile de parafiine fes cupules des trons
tests soulignés (GLU, ADH, URE) pour former un
meénisque convexe o

» refermer la boite d'incubation et incuber ajdn"c
pendani 18:24 h.

5. Lecture de la galerie.

+ aprés 18-24 h a 30" C. Ia leciure de Ia galene
doit se faire en se référant au Tableau de
lecture

= noter sur la fiche de résultats toutes les réac-
tiens spontanées (GLU. ADH, URE, ESC, GEL.
PHPG). g

« larévélation des deux lests NQ, et TRP doit se
fare en mettant les tests d'assimilation & I'abn
d'une contamination par lair - pour cela, placer
le couvercle de la boite dincubation au dessus
de ces tests, pendant la période de révélation
des tests NO, et TRP

« Tests NO3

= ajouter une goulle de réactifs NIT 1 et NIT 2
dans la cupule NGO,

— aprés 5 mn, une couleur ROUGE indique uneg
REACTION POSITIVE, & noter sur Ia fiche de
résultats.

— une réaclion ndgative peut étre due &1z pro-
duction d'azote {gventuellement signalée par
la présence de micro bulles) . gjouter 2-3 mg
de reactd Zn (§F 7038) dans la cupule NO,

= aprés 5 mn. une cupule restée INCOLORE
ndique une REACTION POSITIVE & noler sur
la fiche de résultats. S la cupule devient
rose-rouge, la réaction est néqgative car les
nitrates encore présents dans le tube on
alors &té réduits en nilntes par le zing

La réaction utilisée pour Ndentfication de la bac-
iene est la réduction des mitrates .elle est positive
stl'une ou lautre des deux réactions précédentes
(production de MO, ou de M) est positlive.

La production de N. peut cependant &tre utilisée
seule comme test complémentaire dans le Catalo-
gue Analytique.

- Test TRP

ajouter une gouite de réactif JAMES (v TO54)
Une couleur rose diffusant dans loute Ia cupule
indique une REACTION POSITIVE

- Tests d'assimilation

Observer la pousse bacténenne Une cupule
TROUBLE indique une réaction positive

Des pousses dwntensité nlgrmeédiare peuvend
éire observées el notédas + — ou— 4+

Une fois cette lecture effectyde. lNdentification
doit &tre pratiquée comme ndigqué én 6 Cepen-
danl, dans deux cas une rémmcubation est
nécessare

— sile profil n'est pas frouvé dans le Catalogue
Analytique ARl 20 NE

— 51 la MOTE suvante est indiquée pour le profl
obtena

IDEMTIFICATION NON VALIDE
AVANT 48 H DINCUBATION

Dans ces deux cas. recouvris imimédiatement les
tesls NO, el TRP d'huile de paraffine en formant un
ménisque convexe, Incuber 4 nouveau & 30° C
puis lire 18-24 h plus tard, sauf les trois DFEmMIers
lests NO. TRP. GLU qu dowent &tre lus unique-
ment & 18-24 h,



Document 3 : Détermination de Tm de Pseudomonas aeruginosa
(a compléter et rendre avec la copie)
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Document 4 : Composition du milieu défini (DM)
Par litre d'eau diatillée

- Bgglucose - 2gNH.CI - 68gKHPO,
- lgacétate de sodium - Obgcitratede sodium - 0,2 g MgS04. 7 H0

- Sels d'oligoéléments

- Supplémentation en acides amings (100 & 300 mg selon les acides aminés)
Supplémentation en bases azotées (10 mg de chagque base)

Courbe de croissance d'£. faecalis en milieu défini (DM)
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Document 5 : Influence de la concentration en sels biliaires sur le taux de croissance d’E. faecalis.
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Document 6 : Effet de la glycine bétaine sur la croissance d’E. faecalis en condition de stress
hypotonique/
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