SYSTÉMATIQUE BACTÉRIENNE

LABORATOIRE 3

Streptococcus et Enterococcus

Espèces bactériennes à l’étude :

· Streptococcus pyogenes (groupe A)  *

· Streptococcus agalactiae (groupe B)

· Streptococcus du groupe C ou G

· Streptococcus bovis (groupe D)

· Streptococcus du groupe viridans

· Streptococcus pneumoniae  *

· Enterococcus sp : 3 souches soit alpha, bêta et gamma-hémolytique
· Un mélange de la flore du nez contenant une espèce prédominante

* Ces souches nécessitent l’application des méthodes opérationnelles de niveau de confinement 2.  La souche S. pyogenes sera présentée en démonstration et la souche S. pneumoniae sera traitée par un étudiant, à l’intérieur de l’enceinte de bio-sécurité.

Matériel requis

Milieux

· Gélose sang de mouton (1/souche)

· Gélose nutritive (1/souche)

· Bile esculine en pente

Réactifs

· Peroxyde d’hydrogène 3%

· PYR : trousse PathoDx

· Désoxycholate de sodium 10%

· Réactif ninhydrine

· Disques de bacitracine 0,04 unités

· Disques d’optochine 

· Bouillon NaCl 6,5%

· Réactif pour hippurate

· Trousse d’agglutination des antigènes pour Streptococcus 
· Tube non-stérile (PYR et test d’agglutination)

· Souches contrôles Gram positif et Gram négatif 
· Souche contrôle + pour test de CAMP

Procédure

Chaque étudiant doit ensemencer :

· 2 souches connues et identifiées par un code (chaque souche est ensemencée 1 fois pour chaque table de travail)

· Un spécimen nasal 
Jour 1

1. Préparer, pour chacune des espèces à l’étude, un milieu sang de mouton et une gélose nutritive.

2. Identifier les boîtes de milieux de culture en inscrivant : date, numéro de la souche et vos initiales.

3. Les souches sont présentées dans un bouillon nutritif. L’ensemencement se fait à l’aide d’un écouvillon stérile.

· Tremper l’écouvillon dans le bouillon, essorer le surplus de liquide et déposer sur la surface de la gélose en faisant un petit X dans le premier quadrant.

· Épuiser en 3 quadrants afin d’obtenir des colonies isolées.

· Incuber les géloses à 35 ºC en aérobiose, sauf Streptococcus pneumoniae qui sera incubé à 35 ºC en atmosphère CO2
4. Pour chacune des espèces, effectuer un état frais à partir du bouillon. Assurez-vous d’observer toutes les espèces à l’étude. Inscrire vos résultats dans le tableau.

5. Effectuer une coloration de Gram sur vos souches seulement. Assurez-vous de bien identifier votre lame.  Chaque étudiant devra par la suite observer chacune des souches à l’étude. Cette coloration permet d’observer la forme des cocci (ronds ou lancéolés) ainsi que leur arrangement (amas, diplocoques, chaînette ou tétrade).  Inscrire les résultats dans le tableau.

Consignes pour l’ensemencement de S. pneumoniae
1. Préparer un milieu gélose sang de mouton et une gélose nutritive.

2. À votre table, identifier les boîtes de milieux de culture en inscrivant : date, nom de l’espèce et vos initiales.

3. Placer dans l’enceinte de bio-sécurité : 

· La suspension bactérienne du coté « contaminé »

· Les géloses, les disques d’optochine et les lames du coté « propre »

4. Avant de procéder à l’ensemencement, il est nécessaire de porter des gants et de préparer un champ humide. Procéder à l’ensemencement de la façon suivante :

· Stériliser l’anse pendant 5-10 secondes dans le micro-incinérateur.

· À l’aide de l’anse, prélever un peu de bouillon et ensemencer les géloses par épuisement afin d’obtenir des colonies isolées.

· Déposer un disque d’optochine dans le premier quadrant de la gélose sang.

· Préparer un frottis pour la coloration de Gram et laisser sécher à l’intérieur de l’enceinte.

5. Enlever les gants, se laver les mains puis retirer les géloses de l’enceinte. Incuber la gélose sang à 35 ºC en présence de CO2 (5%) et la gélose nutritive dans l’étuve à 35 ºC en atmosphère ordinaire.

Consigne pour l’ensemencement du prélèvement du nez

1. Préparer une gélose sang de mouton et une gélose MSA. Identifier toujours de la même façon (date, initiales et numéro du spécimen)

2. À partir de du milieu de transport, retirer l’écouvillon et déposer un inoculum sur chacun des milieux en effectuant une petite pastille dans le premier quadrant. Épuiser en 3 quadrants.
3. Incuber les géloses à 35 ºC, en aérobiose.
Jour 2
1. Pour chacune des espèces ensemencées la veille, décrire l’aspect des colonies. Assurez-vous d’observer :

· La taille et la couleur de la colonie sur les différents milieux

· La taille de la zone d’hémolyse. Il est parfois nécessaire d’enlever une colonie pour pouvoir voir l’hémolyse en-dessous.

· L’aspect des colonies alpha-hémolytiques  (Dépression au centre de la colonie).

2. Pour chacune des 2 souches ensemencées la veille, effectuer une catalase. Selon le type d’hémolyse observé, effectuer les tests biochimiques suivants :

	Type d’hémolyse


	Espèces possibles
	Tests biochimiques

	Alpha


	S. pneumoniae

S. groupe viridans

Enterococcus
	· Sensibilité à l’optochine

· Lyse dans la bile (Jour 3)
· PYR (Enterococcus)
· Si PYR +, faire

· Bile esculine 

· Croissance dans NaCl 6,5 %



	Bêta


	S. bêta-hémolytique probable
Enterococcus possible
	· Agglutination au latex. 
· Si + pour  A-C-G, aucun autre test nécessaire

· Si agglutination avec le groupe B, faire : CAMP et Hippurate

· Si absence d’agglutination avec A-B-C-G :

· effectuer les tests d’identification pour Enterococcus : 

· PYR + : Faire Bile esculine et NaCl 
· PYR - : Refaire l’extraction pour agglutination (la suspension était peut-être insuffisante).



	Gamma
	S. bovis

Enterococcus
	· Bile Esculine

· NaCl 6,5%

· PYR


3. Pour l’échantillon de la flore du nez, observer attentivement les différents milieux :

· Déterminer le type de colonies qui semblent prédominantes et qui correspondent à une des espèces bactériennes recherchées dans le nez (voir le tableau suivant)

· Observer l’aspect des colonies, le type d’hémolyse et la croissance sur le milieu MSA

	Bactéries recherchées
	Aspect sur gélose sang
	Aspect sur MSA



	Staphylococcus aureus


	Colonies jaunâtres avec ou sans hémolyse
	Colonies jaunâtres, halo jaune autour des colonies (mannitol +)

	Streptococcus pyogenes


	Colonies avec une grande zone d’hémolyse bêta
	Absence de croissance

	Streptococcus agalactiae


	Colonies avec une petite zone d’hémolyse bêta
	Absence de croissance


· À l’aide d’un crayon gras, entourer, au verso de la boîte, 8 à 10 colonies qui semblent identiques.

· À partir de ces colonies, effectuer :

· Une coloration de gram et une catalase

· Selon les résultats obtenus, effectuer les tests nécessaires afin d’identifier la bactérie présente dans le prélèvement
Jour 3

1. Pour chacune des souches à l’étude, effectuer la lecture des tests biochimiques et inscrire les résultats dans le tableau.

2. Selon les résultats obtenus, identifier les souches à l’étude.
                                    Voir les notes théoriques

Tableau des résultats : Hémolyse bêta

	Hémolyse

Bêta
	Aspect des colonies
	Gram
	Catalase
	Tests biochimiques


	Identification

de la bactérie

	
	Gélose sang
	Gélose nutritive
	
	
	Agglutination

latex
	CAMP
	Hippu

rate
	PYR
	NaCl/

Bile Esculine
	

	1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Tableau des résultats : Hémolyse alpha

	Hémolyse

alpha
	Aspect des colonies
	Gram
	Catalase
	Tests biochimiques


	Identification

de la bactérie

	
	Gélose sang
	Gélose nutritive
	
	
	optochine
	Lyse

Bile
	Bile Esculine
	PYR
	NaCl
	

	1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Tableau des résultats : Hémolyse gamma

	Hémolyse

gamma
	Aspect des colonies
	Gram
	Catalase
	Tests biochimiques


	Identification

de la bactérie

	
	Gélose sang
	Gélose nutritive
	
	
	Bile Esculine
	PYR
	NaCl
	

	1
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	
	
	


Tableau des résultats : Prélèvement du nez
	Aspect des colonies
	Gram
	Catalase
	Tests biochimiques

Inscrire les tests effectués


	Identification

de la bactérie

	Gélose sang
	Gélose nutritive
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ALGORITHME POUR IDENTIFIER

STREPTOCOCCUS ET ENTEROCOCCUS
Faire un algorithme (clé dichotomique) avec les différents tests biochimiques servant à identifier les espèces de Streptococcus et Enterococcus 


Questions



1. Nommez deux (2) tests qui permettent d’identifier Streptococcus pneumoniae.
2. L’examen bactériologique du L.C.R d’un bébé de 3 semaines démontre la présence de petites colonies bêta-hémolytiques sur gélose sang après 24 heures d’incubation. L’agglutination au latex pour les groupes A-B-C-G de Lancefield s’avère négative. Que devrait-on faire pour identifier cette bactérie ?

Répondez par Vrai ou Faux (justifiez les faux)

3. S. pyogenes est sensible à la bacitracine    

4. S. pneumoniae est résistant à l’optochine

5. S. pyogenes est positif au test de CAMP

6. S. agalactiae est positif à l’hydrolyse de l’hippurate

7. S. bovis est incapable de croître en présence de NaCl 6,5%
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