TD CORRECTION REVISION MICROBIO BIO2
PARTIE GENETIQUE BACTERIENNE
1. PRODUCION ET TITRAGE D’UN STOCK DE PHAGES

1.1. Production d’un stock de phages

1.1.1. Préparation de la souche bactérienne

Quel est le rôle du CaCl2 ? rendre les cellules compétentes et faciliter l’adsorption phagique en perméabilisant la membrane des bactéries pour faciliter l’entrée (pénétration) de l’ADN phagique.

Que se passe-t-il durant l’incubation sous agitation ? les membranes des cellules bactériennes se fragilisent et l’agitation mécanique amplifie le phénomène.
1.1.2. Infection phagique

Que se passe-t-il durant ces 15 minutes d’incubation sans agitation ? adsorption phagique sur la bactérie et injection de l’ADN phagique. Pourquoi ne faut-il pas agiter ? Il ne faut pas agiter sinon les phages ne parviennent pas à s’adsorber sur les bactéries en phase de croissance.

Pourquoi prélever 10(L de suspension phagique ? Expliquer les calculs.

1010 particules phagiques/mL = 108 particules phagiques pour 10 µL.

Donc le volume de suspension bactérienne à prélever pour obtenir une multiplicité d’infection 1 phage-1 bactérie est de : 108 x 1000/5.108 = 200 µL pour une absorbance de 1 (1 UA = 5.108 bactéries dans ce cas)

Remarque : les volumes de phages est bactéries sont à ajuster selon le titre phagique approximatif et l’absorbance de la suspension bactérienne.

1.1.3. Mise en culture

Témoin. Lequel ? Donner sa composition et son intérêt. Composition : Gélose molle + bactéries sans phages. intérêt : montrer que les bactéries son viables sur milieu LB et qu’elles ne sont pas déjà infectées. Lors de la lecture, il doit y avoir un tapis bactérien et une absence totale de plages de lyse.

Que va-t-il se passer durant la nuit d’incubation ?

Les bactériophages provoquent un cycle lytique, ils se multiplient et lysent les cellules infectées, de nouveaux virions sont libérés et vont à leur tour infecter les cellules voisines en croissance, on obtient ainsi des phages de lyses.

1.1.4. Extraction des produits phagiques

Donner le mode d’action du chloroforme. Il s’agit d’un solvant organique qui désorganise les membranes composées de phospholipides en entraînant l’éclatement des cellules. L’objectif étant de débarrasser la suspension phagique de toutes les cellules vivantes (bactéries) pour que le titre phagique reste stable.

1.2. Titrage d’un stock de phages

1.2.1. Numération approximative rapide: Technique des spots
(Trucs et astuces :

· lors de l’ajout de la gélose molle bien préparer votre poste de travail et déposer la gélose dans tous les tubes avant de couler rapidement et de bien répartir la gélose molle sur toute la surface de la boîte.

· attendre la prise en masse et le séchage complet de la surface (très important pour éviter les coulures) 

· lors des dépôts vous travaillez sur des tous petits volumes, attention de bien homogénéiser lors de la prise d’essai agiter le tube soigneusement et aspirer/refouler 3 fois en faisant des mouvements de rotation avec le cône de la pipette automatique en remontant vers le haut. Ensuite, déposer le volume pipette droite bien calée en positionnant l’embout du cône très proche de la gélose pour éviter les projections de phages (plages de lyse parasites en JII). 

ATTENTION : toujours visualiser et réfléchir le geste technique avant de le réaliser, tout en vérifiant que votre poste de travail est bien organisé (pas de croisement de bras et de passage des mains sur la gélose) et qu’il ne vous manque rien.

1.2.2. Numération précise

Idem dénombrement classique. 

(Trucs et astuces :

- Bien choisir la valeur cible et l’encadrer. Attention de bien regarder le volume à déposer…ça change tout.

ANNALES 2004 : « objectif : être capable de déchiffrer à travers un sujet les attentes, les exigences du jury concernant les gestes techniques et le raisonnement » Quelles sont les questions à se poser ???
JOUR 1
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PREMIER JOUR
Durée : 5 heures 30

Le département « Recherche et Développement » d’une industrie fromaggre est chargé de la mise au point de la

fabrication d’une nouvelle variété de fromage « pur chévre ».
Dans I'industrie laitiére, les micro-organismes qui portent le plus atteinte aux processus fermentaires sont les

phages de bactéries lactiques. Ces derniers sont responsables de 98 % des accidents de fabrication.
Les levains utilisés pour la fabrication des fromages étant susceptibles d’étre contaminés par des phages, de

nombreuses études sont réalisées pour trouver des méthodes de prévention.

A P’occasion de ces études, un géne de résistance aux phages du biovar diacefylactis de Lactococcus lactis sous-
espéce lactis a été cloné puis transféré dans différentes souches de ferments lactiques utilisés industriellement.

Afin d’apprécier I'efficacité de ce transfert génétique, on cherche :
- & quantifier Pexpression, par dosage immunologique, d’une protéine de résistance aux phages,

nommée « TIG », codée par ce géne ;
- 4 évaluer 'impact de cette insertion d’ADN dans la qualité organoleptique du fromage fabriqué a

’aide de ce ferment.
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Le plasmide recombiné a été transféré dans une souche de bactérie lactique Lactobacillus bulgaricus appelée
«LbR1 ». Une étude de sa résistance effective aux phages est entreprise.
Lors d’un accident de fabrication, un lysat phagique S a été isol¢ du lactosérum.
A partir de ce lysat, on a préparé deux suspensions de titres différents.
e I’une, S1, est utilisée pour tester la résistance aux phages de la souche recombinante LbR1 ;

e lautre, S2, pour étudier 1’effet de la congélation sur la conservation de ces phages.

2.1.  Etude de la résistance aux phages de la souche recombinante

La mesure de la sensibilité de la souche recombinante est réalisée a partir du lysat S1. Cette mesure
consiste & évaluer le titre de S1 sur la souche LbR1 et & le comparer au titre connu de ce lysat (10" UFP.mL™)

déterminé sur une souche sensible.
La méthode des plages de lyse, technique des spots, est utilisée pour cette premiére étude.

2.1.1 Réactifs

- 1 mL de suspension phagique titrée et notée « S1 »
- 10 mL de suspension de souche LbR1 ajustée 4 10° UFC.mL™" notée « LBR1 »
- 2 boites de gélose Mueller Hinton séches
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*  Sur2 boites de gélose, réaliser un ensemencement en nappe par inondation de la
souche LbR1 testée.
Laisser sécher les boites a I’étuve.

e A partir du lysat S, réaliser une gamme de dilution de raison 1/10, de 10" 4 10* sous
un volume de 1 mL.

e Déposer 10 pL de chaque dilution sur une nappe de LbR1, en spot. Réaliser I’essai en
double.

o Laisser sécher les dépéts.

*  Retourner les boites et les incuber 18 a 24 heures 4 37°C.

22 Titrage du lysat décongelé S2

La qualité de la conservation est évaluée par comparaison des titres du lysat avant et aprés congélation. Le titre
du lysat S2, avant congélation, a déja été déterminé (10" UFP.mL™).
La méthode des plages de lyse, technique de la double couche, est utilisée pour cette seconde étude.

2.2.1 Réactifs

- 5 mL d’une suspension phagique notée « S2 »

- 5 mL d’une culture en bouillon de la souche sensible, notée « BS »
- 25mL d’eau peptonée

- 8 gélose Mueller Hinton coulées en boites de Pétri

- 8 tubes de gélose molle maintenue en surfusion, notés " top agar "




[image: image4.png]2.1.2  Protocole du titrage

*  Sur2 boites de gélose, réaliser un ensemencement en nappe par inondation de la
souche LbR1 testée.
Laisser sécher les boites a I’étuve.

e A partir du lysat S, réaliser une gamme de dilution de raison 1/10, de 10" 4 10* sous
un volume de 1 mL.

e Déposer 10 pL de chaque dilution sur une nappe de LbR1, en spot. Réaliser I’essai en
double.

o Laisser sécher les dépéts.

*  Retourner les boites et les incuber 18 a 24 heures 4 37°C.

22 Titrage du lysat décongelé S2

La qualité de la conservation est évaluée par comparaison des titres du lysat avant et aprés congélation. Le titre
du lysat S2, avant congélation, a déja été déterminé (10" UFP.mL™).
La méthode des plages de lyse, technique de la double couche, est utilisée pour cette seconde étude.

2.2.1 Réactifs

- 5 mL d’une suspension phagique notée « S2 »

- 5 mL d’une culture en bouillon de la souche sensible, notée « BS »
- 25mL d’eau peptonée

- 8 gélose Mueller Hinton coulées en boites de Pétri

- 8 tubes de gélose molle maintenue en surfusion, notés " top agar "



[image: image5.png]- 5 mL de solution de CaCl, a1 mol.L™"
222 Manipulation

2.2.2.1 Ajustage de 1a suspension bactérienne « BS »

e Mesurer I’absorbance a 600 nm de la préculture fournie.
e Ajuster la suspension a 10® bactéries.mL" en eau peptonée.

L’absorbance limite de linéarité du spectrophotométre est de 0,6.
1 unité d’absorbance & 600 nm correspond a 5.10° bactéries.mL’.
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Dilution de la suspension de phages
e Réaliser a partir de la suspension S2 une série de dilutions de raison 1/10 en eau

peptonée, de 107 2 10™, dans des tubes 4 hémolyse, sous un volume de 1 mL.

Adsorption des phages sur les bactéries sensibles :

* Cette opération est effectuée avec les suspensions-dilutions 102,102, 10* et 107
et en double essai.

* Dans des tubes & hémolyse stériles, mélanger 0,1 mL de suspensions-dilutions de
phages et 0,1 mL de la culture de bactéries sensibles.

* Homogénéiser doucement et incuber les tubes 15 & 20 minutes a 37°C sans agiter.
o Supplémenter chaque tube « top agar » avec 50 pL de solution de CaCl,

Etalement sur boites :

e Aprés incubation ajouter a chaque mélange phages — bactéries 5 mL de gélose
« top agar », maintenue en surfusion.

* Homogénéiser doucement et verser rapidement le contenu de chaque tube sur une

gélose Mueller-Hinton.

o Laisser solidifier, retourner les boites et incuber 18 4 24 heures a 37°C.
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o Présenter dans le compte-rendu la démarche expérimentale d’ajustage de la

suspension bactérienne « BS » et les résultats des calculs.





JOUR 2
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211 Lire et prlésenter les résultats du titrage de S1 sur LbR1. Evaluer le titre de la suspension S1 en
UFP.mL".

2.1.2.  Calculer le taux d’amélioration de la résistance de la souche LbR1, défini selon I’expression
suivante :

Titre du lysat déterminé sur une souche sensible - Titre du lysat déterminé sur LbR1

Titre du lysat déterminé sur une souche sensible
Rappel : le titre du lysat S1 déterminé sur une souche sensible est égal 2 10" UFP.mL".

2.2. Contrdle des conditions de conservation d’un lysat

221 Effectuer le dénombrement des UFP obtenues pour la suspension S2.
Consigner les résultats dans un tableau.
Calculer la concentration en particules phagiques.

222  Conclure sur I’efficacité de conservation de suspensions phagiques par congélation, sachant
que la suspension initiale S2 titrait 10" UFP.mL".




2. TRANSDUCTION GENERALISEE

2.1. Préparation souche réceptrice

Culture d’une souche sauvage de E.coli MC 4100 Quel doit être son phénotype ? tétracycline sensible Pourquoi ? pour pouvoir sélectionner les cellules qui ont reçu le transposon Tn10 qui confère le gène de résistance à la tétracycline et éliminer les cellules qui n’ont pas acquis le gène de résistance.

2.1.1. Transduction

La multiplicité d’infection pour une transduction correcte est : 1 phage – 1 bactérie. Le stock titre à  …….. particules/ml.

Réaliser 1 témoin : lequel et dans quel but ? 200µL de cellules compétentes, pas de phages, le volume de phage est remplacé par du milieu LB, permet de vérifier que la souche E.coli MC4100 est bien sensible à la tétracycline. Le jour de la lecture, il ne doit pas y avoir de pousse sur le milieu LB + tétracycline pour permettre la validation des résultats.
- Laisser au repos pendant 15 minutes à température ambiante sans agitation.Que ce passe-t-il durant l’incubation ? il va y avoir adsorption des phages sur les récepteurs spécifiques présents à la surface des bactéries sensibles rendues compétentes par les ions Ca2+. Puis, injection de l’ADN phagique dans les bactéries compétentes et puis réplication.

2.1.2. Expression phénotypique

- Quel est le rôle du citrate ? le citrate de sodium neutralise l’action des ions calcium en les complexant (citrate de sodium = chélateur des ions calcium) et imperméabilise la membrane bactérienne. Ainsi, les nouveaux virions libérés lors des cycles lytiques induit par les phages ne pourront plus infecter de nouvelles cellules bactériennes. Objectif : éviter la surinfection et la lyse de l’ensemble des cellules si on laisse les phages se propager.

- Incuber 40 minutes à 37°C sous agitation en aérant la suspension toutes les 10 minutes en respectant les conditions d’asepsie. Que va-t-il se passer durant l’incubation ? les phages qui ne sont pas transduits (contenant uniquement de l’ADN viral) vont se répliquer dans les bactéries et produire de nouveaux virions qui vont être libérés par lyse des bactéries (cycle lytique). Les phages transduits (contenant de l’ADN bactérien) vont intégrer le transposon dans le génome bactérien par le mécanisme de recombinaison homologue.

2.1.3. Récolte et isolement des transductants

isolement sur milieu sélectif : milieu LB + tétracycline (10(g/ml) + citrate de sodium à la surface de la gélose. Que se passe-t-il durant la nuit ? 2 possibilités :

- une partie des cellules bactériennes intègrent le transposons Tn10 par recombinaison homologue et deviennent résistantes à la tétracycline et vont pouvoir se développer sur la gélose LB + tétracycline, il y a donc sélection des cellules transduites : pousse +

- Par contre, les cellules qui n’ont pas intégrées le Tn10 (non transduites) ne vont pas pouvoir se développer sur le milieu LB + tétracycline : pousse -

Qu’est-ce qu’un transductant ? bactérie réceptrice qui a intégré par recombinaison homologue un fragment d’ADN bactérien d’une cellule donatrice injecté par un phage transducteur (voir cours).
2.1.4. Compte rendu

- Justifiez l’utilisation du milieu sélectif : LB + tétracycline. Permet la sélection des transductants : bactéries qui ont intégrées le Tn10

- Dans une population stock de P1, il y a 0,1% de particules qui sont des particules transductrices. Un phage P1 « emporte » 2% du chromosome bactérien, il y a donc 2% de particules transductrices qui portent un gène donné parmis tous les gènes du chromosome bactérien. Calculer le nombre théorique de transductants : si A = 0.950  C = 0.950 x 5.108 = 4.8.108 cellules/mL. La multiplicité d’infection est d’1 phage pour 1 bactérie donc si le volume de bactérie est de 200 µL, on a 4.8.108 x 200.10-3 /1 = 9.5.107 bactéries donc l’équivalent en phage mis en contact avec la bactérie et étalé.

- 0.1% des 9.5.107 sont des particules transductrices : 9.5.107 x (0.1/100) = 9.5.104 particules transductrices
- 2% des particules transductrices portent le gène donné : 9.5.104x (2/100) = 1900 particules avec le gène donné.

- explication différence théorique pratique : soucis d’intégration du Tn10 par recombinaison homologue : transduction abortive et soucis de très faible probabilité de tomber sur les particules transductrices lors de la mise en contact bactérie - phage.

- Calculer le rendement de la transduction : R = nombre réel de transductants /nombre théorique de transductants x 100 = 2/1900x100 = 0.1%. 

- Donner le mode d’action de la tétracycline : action sur la synthèse des protéines, elle se fixe sur la fraction 50 S des ribosomes et empêche la pénétration ou la fixation du complexe acide aminé-ARNt.

EXERCICE :
A partir d’une suspension bactérienne donnant une absorbance de 0.610 et en sachant que 1UA = 5.108 bactérie/mL. Déterminer le volume de suspension phagique (titre approximatif de 2.109 UFP/mL) à ajouter pour obtenir une multiplicité d’infection proche de 1 phage pour 4 bactéries et ceci dans un volume final de 7 mL de suspension bactérienne.

3. LYSOGENIE

· Justifier l’ajout de MgS04 et de maltose au milieu de culture utilisé pour la croissance de la souche sensible E.coli (s
- L’adsorption est facilité par des ions positifs bivalents ex: Ca2+ , Mg2+ qui rendent les cellules compétentes en perméabilisant la membrane bactérienne. (Les ions magnésium chélate les phospholipides des membranes et participent à la rigidification des membranes à froid. De plus le magnésium neutralise l'ADN transformant et lui permet de sédimenter au contact de la membrane avant sa pénétration)

- L’adsorption du phage λ se fait sur des récepteurs membranaires codés par le gène inductible lamB servant à transporter le maltose, comme le gène est inductible par le maltose pour que le récepteur soit exprimé à la surface de la cellule, il faut absolument ajouter du maltose dans le milieu pour que le phage puisse s’accrocher.

· Pourquoi utiliser des cellules en phase exponentielle de croissance ? Le phage détourne à son profit le système enzymatique et énergétique de la cellule hôte permettant sa réplication. C’est pour cette raison que les phages ne se multiplient que dans des bactéries hôtes qui ont un métabolisme actif en phase exponentielle de croissance
· Quelle est l’action des UV ? La fréquence de l'induction est augmentée par les rayons UV qui endommagent l’ADN. Ces agents activent le système SOS, la protéine Rec A (impliquée dans la réparation de l’ADN) hydrolyse le répresseur C1 du phage et permet l’expression du cycle lytique. On passe donc du cycle lysogénique au cycle lytique.

· Pourquoi doit-on maintenir les cellules irradiées dans  l’obscurité ? Après exposition aux UV les boîtes sont mises à l’abri de la lumière pour éviter la photoréactivation du système SOS (système de réparation de l’ADN) et l’action réparatrice de la protéine Rec A.

· Que se passe-t-il durant l’incubation ? sous l’action des UV les phages ont induits l’excision du phage lambda du chromosome bactérien. Le phage induit donc le cycle lytique dans la bactérie, il y a expression des gènes du cycle lytique et la cellule va être lysée et libérer de nouveaux phages qui vont pouvoir s’adsorber sur d’autres cellules et y injecter leur ADN et induire d’autres cycles lytiques….ainsi de suite.
· Calcul taux induction spontanée : (nombre UFP spontanée (boîte 1) / nombre de bactéries lysogène)x100 
· Calcul taux induction provoquée à chaque temps : (nombre UFP provoqué / nombre de bactéries lysogène)x100 – taux induction spontanée
4. CONJUGAISON

- justifier le crible de sélection ? souche femelle (F-) : Mal -, Str R, Tet S, souche male   (Hfr) :  Mal +, Str S , tet R, le milieu sélectif contient du Maltose + Streptomycine et Tétracycline :

- élimination des souches femelle Tet S non conjuguées et des souches mâles Str S

- Sélection des souches qui vont pouvoir se développer sur le milieu seront Str R et tet R avec la capacité à utiliser ou non le maltose

- le milieu + maltose permet le repérage des colonies recombinées mal + car la souche femelle de départ est mal – , sur ce milieu pousse les souches mal + et mal – ( mais attention les souches F - femelles qui sont mal - ne pourront par pousser car elles sont éliminées par leur sensibilité à la tétracylcine ( Tn 10 proche de l’origine de transfert)

Ce milieu est important, car il va nous permettre de repérer les souches mal + et mal – conjuguées, indispensable quand les souches Hfr n’ont pas la même efficacité de transfert. 

En effet, le transfert du locus mal et sa recombinaison ne sont pas systématique tout dépend de la localisation du locus mal par rapport à l’origine de transfert et le sens de transfert, plus le locus est proche de origine et dans le sens de transfert plus vite il sera transféré et plus il aura de chance d’être recombiné. Il faut donc calculer la fréquence de recombinaison et non le nombre de mal +. 

- Mélange 5 F- / 1 Hfr dans un volume final de 400 à 500 (l. Le nombre total de bactéries dans le tube doit être de l’ordre de 2,5.108 cellules. Pour cela comparer les absorbances à 540 nm des cultures et effectuer des dilutions si nécessaire. On donne la correspondance suivante : A540nm = 1 ( 5.108 cellules/mL
On fixe deux paramètres sur les 3 : le rapport et le nombre final de cellule, il reste donc une variable à déterminer le volume à pipeter : Données : E.coli (F-) = 1.5.109 cellules/mL et Hfr 161 = 4.6.108 cellules/mL

J’ai droit à 2.5.108 cellules/mL divisé par 6 (total : 5 F- + 1 Hfr) soit = 4.2.107 cellules/mL : 1 hfr = 4.2.107 x1= 4.2.107 cellules/mL  et 5 F- = 4.2.107 x 5 = 2.1.108 cellules/mL

· E.coli (F-) = 1.5.109 cellules/mL et je veux 2.1.108 soit 2.1.108 x 1 /1.5.109 = 144 µL

· Hfr 161 = 4.6.108 cellules/mL et je veux 4.2.107 soit 4.6.108 x 1 /4.2.107 = 92 µL
Total 144 + 92 = 236 µL < à 400 µL donc il faut faire une dilution au ½ de chaque élément pour atteindre (144x2)+(92x2) = 472 µL
- Exploitation de résultats théoriques 

	
	Nombre de colonies mal+
	Nombre de colonies mal-
	Nombre total de colonies
	Fréquence de recombinaison pour le caractère maltose

	Hfr n°161
	0
	17
	17
	0 x 100/ 17 = 0 %

	Hfr n°162
	6
	19
	6 + 19 =  25
	6 x 100 / 25 = 24%

	Hfr n°163
	0
	>300 (516)
	
	0

	Hfr n°166
	0
	0
	
	0

	Hfr n°168
	0
	0
	
	0

	Hfr n°170
	113
	101
	113 + 101 = 214
	113 x 100/114 = 53 %

	Hfr n°174
	0
	>300 (363)
	
	0
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- Classer les Hfr par ordre décroissant d’efficacité de transfert (par rapport à la recombinaison totale).

163 > 174 > 170 > 162 > 161    et pour 166 et 168 on ne sait pas car absence de pousse

- Classer les Hfr par ordre décroissant de fréquence de recombinaison pour le caractère maltose.

170>162 > les autres on ne sait pas car on n’a pas d’autre marqueurs de visualisation

- Interpréter les résultats de la manipulation en ce qui concerne la localisation du gène maltose sur le chromosome d’Escherichia coli.

· 166 et 168 ne pousse pas pourquoi ?

gène rpsl codant pour un répresseur du gène de résistance à la streptomycine est proche des origine de transfert de 166 et 168 d’où l’inhibition de la pousse.

· Localisation du gène maltose ?

Il est compris entre l’origine de transfert 162 et 170 car les seules recombinants mal + sont obtenus pour les souches 162 et 170 se qui implique un transfert du gène et qu’il soit situé proche des origine de transfert pour avoir une fréquence de transfert suffisamment importante.

On remarque également que la souche 163 ne transfert pas le gène mal ce qui nous permet de préciser davantage la position du gène mal entre l’origine de transfert de 170 et celle de 163 .

Ori C à 83 minutes et avant uxu AB à 97 minutes
5. TRANSFORMATION

· Rechercher sur Internet le vecteur pGlo puis le schématiser en plaçant ses éléments constitutifs et expliquer leur rôle.
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	Si la souche JM109 est transformée elle acquière le gène de résistance à l’ampicilline et en plus si on ajoute de l’arabinose dans le milieu de culture le gène GFP est induit et il y a synthèse de la protéine fluorescent vert visible à la lampe UV.




- Justifier l’isolement des cellules compétentes (tube T) sur milieu LB et LB + ampicilline + arabinose.

· Milieu LB + ampi + ara : Les cellules compétentes non transformées sont ampicilline sensibles donc elle ne pourront pas se développer sur ce milieu contenant de l’ampicilline. On attend une absence de pousse.

· Milieu LB : nous permet de vérifier que la souche est capable de se développer sur le milieu LB sans ampicilline malgré le choxc thermique qui emdommage une bonne partie des cellules. On attend de la pousse.

- Réaliser les schémas de manipulation pour les deux techniques, puis calculer en justifiant votre démarche l'efficacité de transformation pour le cas où l'on compte 560 colonies en moyenne pour 50 ng de plasmide. Voir travail fait en TP

- En supposant que chaque colonie était à l'origine une bactérie transformée par un seul plasmide et sachant que celui-ci fait 4500 paires de base, calculer en vous justifiant le pourcentage d'ADN transformant par rapport à l'ADN total utilisé. MM 1 pb = 660 Dal, N = 6,023 . 1023 Voir travail fait en TP
PARTIE SUIVI DE CROISSANCE
(Trucs et astuces :

Prélèvement : 

- bien agiter l’erlen avant ouverture

- bien flamber lors de l’ouverture et de la fermeture

- aspirer refouler 3 fois

- déverser pipette droite et cuve inclinée à 45°C dans l’autre main

Mesure absorbance : 

- les cuves doivent toujours être disposées dans un portoir à cuve

- découper des bouts de parafilm à la bonne taille et avec une paire de ciseaux

- déposer le liquide non contaminé (blanc) en premier puis ajouter la suspension bien homogénéisée

- bien fermer les cuves en commençant par celle qui présente un risque (ne pas faire une grosse poupée)

- une fois au spectrophotomètre avec vos cuves sur le portoir, vérifier la longueur d’onde programmée, faire le blanc attention insérer cuve dans le bon sens si vous avez un doute vérifier le sens du faisceau lumineux, puis bien homogénéiser le contenu de la cuve par retournement 3 fois et vérifier par transparence que la suspension ne présente pas de granulation ou autre qui risque de compromettre la lecture d’absorbance.

- noter votre valeur, attention à la limite de linéarité

- jeter votre cuve contaminée dés votre retour à la paillasse ou dans un contenant disposé proche du spectrophotomètre

ANNALES 2001

JOUR 1

[image: image12.png]PREMIERE PARTIE :
CROISSANCE DE LA SOUCHE RECOMBINANTE (25 points)

On souhaite déterminer la vitesse spécifique de croissance de cette souche en milieu LB additionné d'ampicilline
(2200 pg/mL) 2 37°C.

1.1. Matériels et réactifs
On dispose de :
* 1 erlen contenant 50 mL de milieu LB + ampicilline préchauffé a 37°C
* 1 tube contenant environ 5 mL de préculture de la nuit en milieu LB + ampicilline de la souche
« 1 flacon contenant environ 10 mL de milieu LB

1.2. Mode opératoire

*  Ensemencer l'erlen de milieu préchauffé avec 2,5 mL de la préculture fournie et le mettre a incuber
dans le bain thermostaté 4 37°C agité.

*  Prélever 1 mL de culture dans une semi-microcuve au temps 0 puis toutes les 30 minutes pendant
3 heures.

¢ Lire immédiatement 'absorbance a 600 nm contre du milieu LB ; (placer la cuve dans la glace en cas
d'attente).

L'absorbance limite de linéarité est de 0,6.

Les résultats des mesures doivent étre fournis au fur et @ mesure a l'examinateur.




  [image: image13.png]1.3. Résultats

Consigner dans un tableau les temps de prélévement et les valeurs d'absorbance.
*  Tracer la courbe de croissance.

*  Analyser cette courbe.
Déterminer la vitesse spécifique de croissance maximale dans les conditions opératoires.

DEUXIEME PARTIE :
CONSERVATION DE LA SOUCHE RECOMBINANTE (30 points)

La souche est conservée par congélation & —20°C en présence de glycérol. On souhaite déterminer le
pourcentage de cellules viables aprés décongélation.

Une numération par culture sur milieu solide est effectuée sur la suspension aprés décongélation.

2.1. Matériels et réactifs

On dispose de :

1 microtube contenant 1 mL de culture congelée fraichement décongelée.
1 flacon d'eau physiologique stérile

cones stériles

tubes a hémolyse stériles

6 boites de gélose LB + ampicilline

billes de verre ou étaleur stériles

e e o o 0 e




PARTIE DENOMBREMENT BACTERIEN
(Trucs et astuces :

· Avant de commencer les dilutions en série, penser à dévisser d’un quart de tour tous les bouchons des tubes pour éviter l’interruption de la manipulation devant examinateur,

· Les dépôts de liquide avec une pipette sont toujours à faire pipette droite et tube incliné à 45°C, attention si le dépôts est loin du diluant penser lors de l’homogénéisation à rincer les parois de votre tube,

· Pour l’homogénéisation vous devez être très rigoureux surtout lorsque vous prélever un petit volume, penser à aspirer refouler au moins 3 fois en allant au 2ème cran de la pipette (après agitation du tube pour un volume de 1 mL) ça permet de brasser un plus grand volume. Attention une fois le tube ouvert ne plus faire de rotation inutiles avec la main, seule la pipette assure l’homogénéisation,

· Pour refermer le tube : c’est le tube qui vient au bouchon et non l’inverse,

· Si une goutte de suspension tombe sur la paillasse surtout ne pas faire comme si vous ne l’aviez pas vu, si vous êtes en train de faire un geste technique qu’il est difficile d’interrompre et que vous ne prenez pas le risque de rentrer en contact avec la goutte, finir votre geste technique, puis réaliser la procédure de décontamination : pulvériser du surfanios le laissé agir 6 minutes et ensuite essuyer avec de l’essuie tout que vous jetez dans la poubelle à déchets infectieux, ensuite repasser un coup de 3 en 1 et essuyer avec la lavette,

· Tenir le sac de paille ou tout autre élément (portoir) hors du champ de manipulation pour éviter de le contaminer

· Changer de paille, cône entre chaque dilution,

· Pour les dépôts utiliser une seule paille ou cône pour tout faire en allant de la dilution la plus forte vers la plus faible.


[image: image14.png]Numérations - dénombrements :
comment conclure ?

Dans tous les cas, le résultat est exprimé par au plus un nombre & DEUX chiffres significatifs en r
Finexactitude de la mesure.

Quelles colonies compter ?

La norme utilisée prcise les colonies comptées : ce peut tre toutes les colonies, toutes les colonies présentant un
caractére biochimique précis, ou toutes les colonies identifiées, par des tests complémentaires, comme étant celle
recherchées

Dans ce dernier cas, la norme fixe en général le nombre de colonies a tester. Toutes les colonies identifiables sont
comptées et le résultat final sera pondéré par la fraction de colonies cibles identifiées. Exemple : on compte 120
colonies présentant un caractére biochimique déterminé. 10 colonies sont identifiées et 4 se révélent dtre identifiés
aux microorganismes recherchés, soit 40 %. La conclusion finale sera donc 120 . 40 % = 48

Cas deux dilutions successives montrent des colonies dénombrables et une boite en
contient plus de 15

Sur deux dilutions successives, et & condition qu'au moins une boite montre plus de 15 colonies, on
applique la formule classique.
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Légende
€ = somme des colonies des boites comptées,

volume de Finoculum,

nombre boites comptées a la plus faible dilution,
n, = nombre boltes comptées a la plus forte dilution,
d = dilution correspondant & la dilution la plus faible.






[image: image16.png]Cas une seule dilution montre des colonies dénombrables

Sil_savére que les colonies comptables ne peuvent Fstre que sur la demiére dilution, on fera la moyenne
classique en appliquant la technique des petits nombres si le nombre total de colonies est inférieur 3 30 sur deux
boites (voir ci-dessous). La formule précédente peut tre appliquée avec n,= 0., ce qui permet d'avoir les valeurs
pour Fincertitude.




 
[image: image17.png]Cas aucune boite n‘a plus de 15 colonies

Le dénombrement est conclu logiquement par la moyenne du nombre de colonies sur les deux boites de la
dilution. Si aucune colonie n'est dénombrée, conclure moins de... par mL ou g

Pour déterminer Iintervalle de confiance





[image: image18.png]Cas oii toutes les boites ont plus de 300 colonies
Naturellement, on exprimera le résultat en « plus de 300 microorganismes considérés » dans Finoculum multiplié
par le facteur de dilution. i la recherche est ciblée, le résultat est multiplié par la fraction correspondante.




ANNALES 2003 = BTS Blanc 2

ANNALES 2001

JOUR 1

[image: image19.png]1.3. Résultats

Consigner dans un tableau les temps de prélévement et les valeurs d'absorbance.
*  Tracer la courbe de croissance.

*  Analyser cette courbe.
Déterminer la vitesse spécifique de croissance maximale dans les conditions opératoires.

DEUXIEME PARTIE :
CONSERVATION DE LA SOUCHE RECOMBINANTE (30 points)

La souche est conservée par congélation & —20°C en présence de glycérol. On souhaite déterminer le
pourcentage de cellules viables aprés décongélation.

Une numération par culture sur milieu solide est effectuée sur la suspension aprés décongélation.

2.1. Matériels et réactifs

On dispose de :

1 microtube contenant 1 mL de culture congelée fraichement décongelée.
1 flacon d'eau physiologique stérile

cones stériles

tubes a hémolyse stériles

6 boites de gélose LB + ampicilline

billes de verre ou étaleur stériles

e e o o 0 e




[image: image20.png]2.2. Mode opératoire

Distribuer 900 pL d'eau physiologique stérile dans 5 tubes & hémolyse.
Effectuer une série de dilutions en progression géométrique de raison 1/10 jusqu'a 107,

.

Réaliser ces dilutions devant un examinateur

.

Etaler 100 uL de chacune des dilutions 10~ a 107 sur gélose LB, en réalisant 2 essais par dilution.
Incuber a 37°C les boites clairement identifiées.




JOUR 2

[image: image21.png]CONSERVATION DE LA SOUCHE RECOMBINANTE (30 points)

2.2. Mode opératoire

* Compter les colonies.

2.3. Résultats

Présenter les résultats sous forme d'un tableau.

*  Analyser ces résultats et en déduire la concentration en cellules viables dans la suspension aprés
décongélation.

*  La suspension congelée avait été préparée en mélangeant 700 pL de culture a 7.10° cellules par mL et
300 pL de glycérol a 50%. En déduire le pourcentage de viabilité aprés décongélation.




PARTIE DOSAGE ANTIBIOTIQUE
(Trucs et astuces :

· Bien réfléchir à la matrice : intercaler les dilutions fortes et les dilutions faibles (voir fiche conseil distribuée en cours d’année) de façon à éviter que les diamètres d’inhibition se chevauchent

· Respecter les distances de dépôt des disques sur grande boîte 1.5 cm du bord et 3cm entre chaque disques

· La gélose doit être parfaitement sèche avant dépôt

· Lors des dépôts de disques ne jamais déplacer un disque qui est tombé

· Veiller au bon alignement des disques 

· Appuyer légèrement au centre du disque lors du dépôt pour garantir une bonne adhésion

· Laisser diffuser sur la paillasse et retourner au moment de l’incubation pour éviter la condensation

ANNALES 2006 et 2002  = BTS Blanc 1

ANNALES 2005 = TPc 2 bio1

A AVOIR SUR VOUS LE JOUR DU BTS
· Une trousse avec : 

· de quoi écrire stylos, correcteur, crayon papier (taille crayon), gomme

· 2-3 surligneurs (repère contraintes de temps, ce qui doit être montré…)

· une règle de 30 cm 

· un compact 

· un marqueur fin

· une paire de ciseau

- une calculatrice

- des mouchoirs

A FAIRE LE JOUR DU BTS
· Lire tout le sujet

· Repérer les contraintes de temps pour vous organiser : ce qui doit être lancé dés le début, les manipulations qui peuvent servir de bouche trou durant les temps morts.

· Vérifier votre matière d’œuvre pour éviter toute confusions (ex : microcuves à utiliser en microbio et macrocuve en bioch)

· Bien lire et comprendre ce que vous avez à faire devant l’examinateur, si vous avez du mal à délimité, il vaut mieux en montrer un peu plus que pas assez. Mais attention de pas exagérer non plus. Attention de bien vérifier s’il un « et » dans la phrase vous pouvez avoir des gestes techniques à montrer en deux temps (ex : dilution en série et dépôts)

· Si vous avez un soucis de compréhension, avant d’appeler l’examinateur, bien relire votre sujet la réponse est souvent sous vos yeux et regardez toujours attentivement votre matière d’oeuvre qui vous donnera souvent la clé de la réponse.

· Avant de mettre en route chaque manipulation, bien visualiser et réfléchir à ce que vous allez faire (ex : toujours mettre le liquide non contaminé dans la cuve avant de rajouter la préculture, toujours déposer les cuves dans un portoir…) notamment lorsque vous devez le faire devant examinateur. Lorsque vous nous appelez, vous devez être prés et bien vérifier que votre poste est correctement organisé (ex : pot de 3 en 1 pas à 3 km, disposition des différents éléments de façon à ne pas croiser les bras….) Vous devez vous mettre le plus à votre aise possible et être le plus carré possible dans la réalisation.

· Ne jamais attaquer la manipulation sans vous être assuré que l’examinateur vous regarde bien : on ne note que ce que l’on voit !

· Rédiger votre compte rendu directement au propre pour ne pas perdre de temps

· Bien structurer votre compte rendu, bien reporter le numéro de chaque question figurant dans le sujet, vous devez aérer suffisamment pour facilité la lecture et la compréhension.

· Côté réflexion/explication/argumentation être le plus professionnel possible argumenté vos choix si ils ne sont pas évidents

· Si vous n’avez pas de résultats exploitables, vous pouvez demandé à l’examinateur de vous en donner, si ce n’est pas possible faite une estimation.

NOTATION DES GESTES TECHNIQUES et EXPLOITATION
	prlvt et mesure a
	denombrement
	TP PHAGES



	Prlvt
	Mesure

Abs
	Justif choix dil
	Réalisat° dil série

et dépôts


	Cohérence

et exploitat° résultats
	Répartition du soft ?
	Témoin
	Technique

des

spots

	-homo

-prlvt pip droit 

-aseptie

-orga poste 

-remise à l’étuve 


	- blanc 

- agitation

- paraf

-3en1

-portoir


	-Estimat° densité

-tableaux + encadremt 

- justif choix dil : valeur cible selon la norme et encadrement
	-homog

-prlvt pip droite 

-chang cône

- matrice 

-homog

- 1 seul cône ou anse dépôt de la dil + forte vers - forte
	- Intra vol

- Inter vol

- Norme

- Formule

- Signification

- Calcul

- Nbr signif

- Unité
	Bonne répartition sur toute la boîte
	Avec ou sans plage selon résultats attendus
	- Boîtes bien sèche

- Pas de coulure

- Qualité Matrice

- Pas de plage de lyse parasites


	TP dosage antibiotique


	TP SUIVI CROISSANCE
	AUTRE

	boîte
	Matrice
	Homogénéité inoculum 
	Disposition disques
	tracé
	Exploitation du tracé
	

	sèche
	1,5cm/1,5

3cm/1,5

placemt

disq/3


	- Pas de trace

- colonies confluentes
	- Alignement disque

- Pas de déplacement
	-Titre 

-Condition de culture (T°C, agitation..)

-Echelle (choix)

-Axes

-Unités

- qualité du tracé 
	-Analyse de la courbe

- Def G /1

- Déterminat°graphique ou calcul

-Valeur G 

- Calcul ou déterminat° µ 
	-bonne identification des boîtes

-respect du temps et chronologie


	MOISISSURES


	EXAMEN MICROSCOPIQUE

	macro
	Micro schéma
	Interprétation
	Cl
	technique


	CR



	-mycélium :
texture 

densité 

-couleur :

au revers

en surface

-contours :

réguliers ou irreg 

-divers 


	Qualité

Légendes
-hyphes septés 

-conidiophores

-vésicule

-phialides

-conidiospores

Ou autre selon genre


	- Hyphes septés ou non

- Spores forme et couleurs 

- type App fructifère :  en pomme d’arrosoir ou pinceau….


	
	- pas de débordement

- mise au point 

-choix du champ 

-densité

-déchet dans 3 en 1
	- tableau précisant G ou O et type observation

- contenu 

( Forme

( Taille

( Mobilité

( Groupement ou présence bourgeon

( Densité et proportion si mélange
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