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Objectif de connaissance : On cherche à savoir quelle est l’origine des résistances aux antibiotiques des bactéries. 
 Objectifs méthodologiques : Réaliser une manipulation d’après un protocole.  Adopter une démarche explicative. 
Travail à réaliser : 
· Partie 1 : Les bactéries sont naturellement résistantes aux antibiotiques. Réalisez un antibiogramme en vous aidant du protocole décrit dans le document 1. Déterminez les résistances naturelles (sensible, intermédiaire et résistante) de chaque bactérie aux antibiotiques utilisés. 
· Partie 2 : Un phénomène inquiétant : l’acquisition de résistance. Proposez une explication à l’origine de la résistance des bactéries aux antibiotiques et expliquez pourquoi les bactéries résistantes sont de plus en plus nombreuses.  


	Mise en situation et recherche à mener

	« En juin 2011, la bactérie Escherichia coli (…) a fait 76 morts en Europe. Elle avait comme particularité, outre sa virulence, d’être très résistante aux antibiotiques. Le phénomène touche d’autres colibacilles, des bactéries très communes qui peuplent par millions les tubes digestifs des hommes et des animaux. Certaines ont aujourd’hui la capacité de résister à quasiment tout l’arsenal thérapeutique, laissant les médecins désarmés. » Le Monde, Le boom des bactéries résistantes aux antibiotiques, 30/08/2011.  

Quelles sont les origines de la résistance aux antibiotiques ?


	Ressources

	
L’antibiogramme est une technique de laboratoire permettant de tester la sensibilité d’une souche bactérienne aux antibiotiques. Le degré de sensibilité des bactéries est évalué en fonction de la distance à l’antibiotique à laquelle elles peuvent se développer.
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Matériel disponible :
· Matériel de laboratoire
· Souche de la bactérie E.Coli 
· Différents antibiotiques (bêta-lactamines et autres)
· Séquences des allèles du gène de la bêta-lactamase de la souche sensible et résistante de E.Coli  





	Activité 1 : Les bactéries sont naturellement résistantes aux antibiotiques


	
1. Réaliser un antibiogramme 
Réalisez la manipulation proposée en s’aidant du protocole décrit dans le document 1.  

2. Utilisez vos résultats et le document 2a afin de déterminer les résistances naturelles (sensible, intermédiaire et résistant) de chaque bactérie aux antibiotiques utilisés. Récapitulez vos observations dans un tableau à double entrée.  

3. Résumez vos observations dans un court texte et complétez vos données grâce au document 2b présentant les différents modes d’action des antibiotiques. 



	Activité 2  : Mettre en œuvre un protocole de résolution pour obtenir des résultats exploitables

	
1. Analysez le document 3 et comparez les séquences d’ADN et d’acides aminés proposées et expliquer l’origine de la résistance des bactéries aux antibiotiques.
 
2.  A l’aide la vidéo résistance-bactérienne
http://www.evolution-of-life.com/fr/observer/video/fiche/mutations-selection-the-bacteria-resist.html
http://www.youtube.com/watch?v=26xiGxTAubI&feature=player_embedded#!, 
Expliquez pourquoi les bactéries résistantes sont de plus en plus nombreuses.  

3. Rangez le matériel.   


	Activité 3 : Présenter les résultats pour les communiquer

	
Conclusion : Réaliser un schéma bilan résumant les causes de la résistance des bactéries aux antibiotiques et les moyens de la combattre.
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	Matériel disponible et protocole d'utilisation

	Matériel :
· 1 pince à bouts ronds
· 4 tubes d'antibiotiques notés:
· CT (céfotaxime)
· CS (céphalotine)
· Ca (carbapénème)
· BP (benzyl-penicilline)
· 1 tube contenant de l'agar-agar + bicarbonate de soude ( pastille rose)
· 4 disques pour antibioques
· 1 gabarit
· 1 flacon d'eau distillée
· 1 flacon de rouge de crésol
· 1 pipette de 10 mL+ 1 propipette
· Gants
· Feutre
· Lunettes de protection
· 1 Boite de pétri et 1 erlenmeyer

· 
	Doc 1 : Afin de valider ou non l'acquisition de la résistance par Escherichia coli aux antibiotiques de la classe des bêta-lactamines : 
· Réaliser un antibiogramme
POUR DES RAISONS DE SECURITE BACTERIOLOGIQUE,
TOUS LES PRODUITS UTILISES SONT DES SUBSITUTION CHIMIQUE
(AUCUNE BACTERIE REELLE, NI ANTIBIOTIQUE)

· Placer le gabarit à l'intérieur du couvercle de la boîte de pétri, noter les repères utiles sur la boîte puis retirer le gabarit
· A l'aide d'une pince, prélever un disque pour antibiogramme, le tremper pendant 10 secondes dans le tube du premier antibiotique, puis le poser sur la gélose à l'emplacement prévu par le gabarit
· Renouveler l'opération pour chaque antibiotique en nettoyant la pince dans l'eau distillée entre chaque tube
· Refermer la boîte.
· Traiter de façon appropriée les séquences des allèles du gène de la bêta-lactamase puis des protéines issues de l'expression de ce gène chez les deux souches de bactéries
Appeler le professeur pour vérifier les résultats












Document 2 a et 2b : Aide à la lecture des résultats
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Réalisation d’un antibiogramme Interprétation d’un antibiogramme

Vous disposez de deux inocula microbiens. Principe d’un antibiogramme

- Escherichia coll Un antibiotique imprégne un disque de papier buvard déposé sur Ia gélose d'une culture bactérienne. I
- ‘migre dans |a gélose 2 partir du disque créant ainsi une zone circulaire imbibée d"antibiotique. En fonction
de la sensibilité du micro-organisme vis-3-vis de I'antibiotique, apparait autour du disque, une zone

dinhibition plus oumoins grande o la croissance bactérienne est stoppée.
‘Gentamicine (15 g)

Erstinamycine (15 p0)
‘Acide nalisidiaue (30 50) Lecture d’un antibiogramme
‘Adide plpemisiaie (3049) ‘Chaque antibiotique posséde un abaque qui présente le rapport entre le diamétre de la zone dinhibition de
fre eta Cullure autour du disque et la concentration de Fantibiotique.
Manipuler en atmosphére stérile
Metir en marche e bec élecirique. Diamtre dinhititon * (mrm) [ 0 20
Nettoyerlazone stéile 3 Feau de javel,vous disposez d'une zone stérle uniquement devantle bec. Intermediaire
Les boltes de Pt ne peuvent ére ouvertes qu'en atmosphare stérle.
‘Concentration en antibiotique*(uz) 1 5 0 20
‘Préparer deux boites de Pétri- une pour £ coll Fautre pour S. epidermidis etles identiersurle IS 4
fond (nature de lnoculum etnom de  léve).

Concentration criique Concentration criique
1. Agiterfortementle tube contenant la suspension et prélever immédiatement environ 1mL. infgriews. supérieure

A

*Valeurs données atitre indicatif et variables selon 'antibiotique et selon a souche bactérienne.

Inonder Ia gélose avec environ 1 mL e suspension bactérienne correspondante.
Incliner a bofte de Pétr pour aspirer I'excés de suspension bactérienne.
Recommencer 3 fois.

Laisser sécher 15 min couvercle entrouvert en zone stérile.

A Taide dune pince flambée & ralcool T
déposer 4 disques drantibiotiaues différents ;
sur chaque boite. oo
Avec la_pince, appuyer _Iégérement _sur i
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Remarque : les porines sont
des protéines qui réglent la
perméabilité de la membrane,
les pompes sont aussi des
systémes de nature protéique.

=D Il existe quatre stratégies de résistance aux antibiotiques :

- le brouillage : I'antibiotique est inactivé a I'aide d’enzymes (=protéines) qui le rendent inoffensif (destruction)

- le blindage : les porines (=protéines) ne permettent plus I’entrée des antibiotiques et si jamais certains sont
entrés ils seront évacués par des pompes (=protéines)

- le_camouflage : la cible de I'antibiotique est modifiée par I'action d’enzymes (=protéines) donc ceux-ci ne
reconnaissent plus leur cible qui devient insensible a leur action

- l'esquive: une enzyme (=protéines) de substitution remplace la cible et elle n’est pas vulnérable a
Iantibiotique.

On remarque que dans tous les cas une protéine est impliquée dans le phénoméne de résistance a ’antibiotique.





image40.png
mouLLet suwot amoursst
bt mecanisme e

he, difer I
e T [ e
et le rendr de l'ontibiofique | la rendre insensible]  moldcule

Remarque : les porines sont
des protéines qui réglent la
perméabilité de la membrane,
les pompes sont aussi des
systémes de nature protéique.

=D Il existe quatre stratégies de résistance aux antibiotiques :

- le brouillage : I'antibiotique est inactivé a I'aide d’enzymes (=protéines) qui le rendent inoffensif (destruction)

- le blindage : les porines (=protéines) ne permettent plus I’entrée des antibiotiques et si jamais certains sont
entrés ils seront évacués par des pompes (=protéines)

- le_camouflage : la cible de I'antibiotique est modifiée par I'action d’enzymes (=protéines) donc ceux-ci ne
reconnaissent plus leur cible qui devient insensible a leur action

- l'esquive: une enzyme (=protéines) de substitution remplace la cible et elle n’est pas vulnérable a
Iantibiotique.

On remarque que dans tous les cas une protéine est impliquée dans le phénoméne de résistance a ’antibiotique.





image5.png
tetracyciines

sulfamides aminosides

attague de
synthese

attaquedy m otéique
métabolisme de macrolides

" acide para-amino-benzoique

Vacide folique chloramphénicol

Document 4 : Acq
- Le céfotaxime est un antibiotique de synthése assez récent de la classe des céphalosporines de
troisiéme génération, appartenant 3 la famille des béta-lactamines. Son large spectre lui conférait une forte

activité sur de nombreuses bactéries. Pourtant depuis quelques temps certaines bactéries y sont devenues
résistantes, c'est le cas de nouvelles souches de E. coli qualifiées de "BLSE" (béta-lactamases 4 spectre étendu).

- Comme les autres souches d'E. coli, E. coli-BLSE produit de la béta-lactamase. Il s'agit d'une enzyme
responsable de la résistance naturelle de ces bactéries
elle reconnait et hydrolyse une partie de la molécule, désactivant ainsi les propriétés antibiotiques de cell
Chez E. coli-BLSE, la béta-lactamase et aussi capable d'hydrolyser le céfotaxime. Le séquengage du géne de la
béta-lactamase chez E. coli-BLSE montre une différence de nucléotide en po:

1 Comparsizon simple

-

alleuPronlatlyTrpPhellenlaAspLysThrElyAlaclyCluArgelyAlanrgGly levalalaL eul

Jocton 0/6 e

Document A : Résultats des antibiogrammes de E. coli et B. megatherium
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