Anne COMBES

Projet: enseignement d’exploration  «  Biotechnologies »


PROJET 

ENSEIGNEMENT D’EXPLORATION DE BIOTECHNOLOGIES
Domaine choisi : SANTE :diagnostic, traitement, prévention

Durée totale des séquences : 30 heures
Organisation : en laboratoire uniquement, à raison de 2h semaine A et 1 heure semaine B

L’ensemble des activités se déroule en groupe de 16 élèves maximum

Contexte et problématique  : A partir de l’étude d’un cas clinique ( infection urinaire) et des examens prescrits par le médecin, faire découvrir aux élèves des techniques mises en œuvres au laboratoire pour identifier la cause de l’infection et pour déterminer le traitement approprié.

Objectifs : 

· pratiquer des activités technologiques de biologie humaine et de microbiologie au laboratoire de biotechnologies

· initier les élèves à la démarche expérimentale

· apprendre à utiliser du matériel selon des instructions précises

· apprendre à présenter et interpréter des résultats expérimentaux

· faire découvrir aux élèves le laboratoire d’analyses médicales

· favoriser une démarche collective de recherche d’informations à travers différents supports  

· favoriser l’apprentissage de l’autonomie au laboratoire

Présentation générale  : 



Détails des  séquences :

	Séance N°
	Titre
	Connaissances mises en jeu
	Activités technologiques
	Support(s)
	Savoir  faire mis en oeuvre
	Durée

	1
	Présentation du cas clinique
	Notions de base sur les symptômes présentés
	Présentation des symptômes de la patiente.

Recherche des examens prescrits par le médecin. Et  trouver ce que signifie NFS et ECBU


	
	 Rechercher des documents en lien avec le contexte. Les élèves pourront chez eux chercher plus précisément ce que sont  une NFS et un ECBU pour apporter des informations à la séance suivante.
	1h

	2
	Une NFS qu’est ce que c’est ? Pourquoi un médecin prescrit il  cet examen?
	- Définition d’un tissu

· Notions sur le sang et sa composition

· Notion de bilan sanguin

· Comment la NFS s’inscrit elle dans le bilan sanguin ?
	-Comprendre ce que cette analyse contient comme informations .

 -En déduire que le sang est un tissu liquide qui va fournir des informations sur l’état de santé du patient. 

Possibilité d’élargir sur d’autres analyses comme la glycémie ( sur plasma et non sang total)
	Résultats anonymés d’un bilan sanguin de base ( NFS + éventuellement glycémie ou autre dosage biochimique)
	Repérer les termes et expressions en lien avec le domaine des biotechnologies.

Essayer de comprendre ce que ces résultats impliquent (notions d’unités , de valeurs de références…)
	2h

	3
	Le sang : un liquide circulant dans l’organisme
	Anatomie de l’appareil cardio-vasculaire


	Etudier l’appareil cardio-vasculaire.

En déduire l’endroit où l’on va prélever le sang.
	- schémas à compléter, 

· « écorché », 

· internet

· et éventuellement un texte
	Répartition des élèves en petits groupes de travail et mise en commun des résultats de leur recherche
- Savoir légender des documents à partir d’informations données sous d’autres formes.

- Rechercher et sélectionner le(s) document(s) en lien avec la problématique.

· Lire le(s) document(s) pour extraire les informations utiles.


	1h

	4
	Le prélèvement sanguin
	Notions sur le prélèvement sanguin 

Différence plasma/sérum
	Parler du prélèvement sanguin

( où, comment, par qui, avec ou sans anti-coagulant ?)
	Recherche et analyse de documents ( CDI, internet)
	· 
	2h

	5
	LA NFS ou  hémogramme.
	Notions sur le frottis sanguin, la formule leucocytaire et les paramètres de l’hémogramme
	A partir des résultats d’analyse étudiés en séance 2, se concentrer sur l’hémogramme ( NFS) et expliquer les différents paramètres de cet examen.

Comment observer les différentes cellules du sang, comment les compter ?comment les différencier ?

Le frottis sanguin et  la numération des cellules ( est-ce la même chose ?? non pourquoi ?)
	Résultats anonymés du bilan sanguin étudié en séance 2
	Faire réfléchir les élèves à la démarche expérimentale mise en place pour obtenir les résultats de la NFS


	1h

	Séance N°
	Titre
	Connaissances mises en jeu
	Activités technologiques
	Support(s)
	Savoir faire mis en oeuvre
	Durée

	6


	Découverte du frottis sanguin non coloré


	Distinction des 3 populations d’éléments figurés du sang et rappels des connaissances de la séance 2

Utilisation du microscope
	· Utilisation du microscope

· Bilan des observations

· Mise en place de la problématique : il faut colorer le frottis
	Frottis sanguin non colorés, fixés et montés

Fiche d’utilisation et d’entretien du microscope


	Analyser un protocole :

- Appréhender la manipulation du microscope

Remise en état du poste de travail, entretien du microscope ; rangement du matériel

Mise en place de la démarche expérimentale : pourquoi et comment colorer un frottis sanguin ?


	2h

	7

et

8
	Observation de plusieurs frottis sanguin colorés
	Notions sur la structure de base d’une cellule eucaryote

Notions sur la chimie acide/base


	· Identification des différentes populations d’éléments figurés du sang et de leur caractéristiques  au travers de la coloration que ces cellules ont subi

· bilan de ces observations sous forme d’un tableau récapitulatif avec description détaillée et schémas d’observation

· parler en quelques mots du rôle des cellules du sang

Expliquer la formule leucocytaire et conclure pour revenir à la NFS de Mme X


	Lames de frottis sanguin fixées et colorées au May Grunwald uniquement

Lames de frottis sanguin fixées et colorées au Giemsa uniquement

Lames de frottis sanguin fixées et colorées au May Grunwald Giemsa

Fiches techniques de chacune des colorations
Documents sur les critères d’identification des cellules sanguines


	Obtenir des résultats qualitatifs exploitables

· travailler en autonomie partielle ou totale

· maîtriser la gestuelle lors des étapes clés ( utilisation du microscope)

· déduire des fiches techniques sur les coloration, le caractéristiques des cellules observées

Exploiter des résultats expérimentaux

· tableau, description rédigée, schémas

Déduire des observations faites à partir de chaque coloration, les affinités tinctoriales des structures cellulaires et utiliser ces critères pour aboutir à l’identification des cellules
	3h

	9
	Bilan  de la NFS de Madame X
	Comparaison à des valeurs de référence

Utilisation d’un vocabulaire spécifique
	Comparer les valeur de Mme X aux bonnes valeurs de référence et conclure .

L’ensemble donne lieu à la rédaction d’un compte rendu.

CONCLUSION : hyperleucocytose


	Document sous forme d’un tableau présentant les valeurs de référence de la NFS pour un homme et une femme et le vocabulaire associé.
	Comprendre ce qu’est une valeur de référence et utiliser d’un vocabulaire adapté

Interpréter en fonction du contexte et conclure ( valeurs de référence)


	1h

	Séance N°
	Titre
	Connaissances mises en jeu
	Activités technologiques
	Support(s)
	Savoir faire mis en oeuvre
	Durée

	10
	Suspicion d’une infection urinaire de type pyélonéphrite
	· anatomie de l’appareil urinaire

· notion d’infection

· distinction procaryote/eucaryote

· structure bactérienne
	Aborder des notions en lien avec l’infection urinaire : 

- qu’est ce que c’est ? l’urine étant normalement stérile comment peut elle contenir des bactéries ? ( contamination ou infection ?)

Pourquoi le médecin a-t-il fait le lien entre tous les symptômes et l’hyperleucocytose pour suspecter une pyélonéphrite


	· schémas à légender

· texte sur les signes cliniques associés à ce type d’infection

· documents récapitulatif de définitions
	Lire le(s) document(s) pour extraire les informations utiles.


	2h

	11
	Le prélèvement urinaire
	Anatomie de l’appareil urinaire

Notion de flore commensale
	Réflexion autour du prélèvement de l’urine ( moment de la journée, conditions de prélèvement et de conservation)

Pourquoi toutes ces conditions sont elles importantes ?

Pourquoi ce n’est pas toujours simple ?


	Document sur les conditions du prélèvement urinaire au LABM ( possibilité de compléter par les autres types de prélèvement : poche stérile et nourrisson, sondage vésicale…) + questionnaire


	Exploitation de documents  pour répondre à un questionnaire
	1h

	12
	L’ECBU
	Description de la morphologie d’une bactérie et du vocabulaire associé


	A partir de documents : présenter l’ECBU

A partir d’un gram  déjà préparé d’E.Coli montrer la bactérie responsable de l’infection et en faire un compte rendu

Comment a-t-on obtenu le frottis coloré ?
	· Documents sur l’ECBU

· Gram (déjà fait) d’E.coli
	Utiliser correctement le microscope

Réaliser un schéma

Créer un document synthétique présentant le plan des manipulations réalisées dans les séances ultérieures en ce qui concerne l’étude bactériologique de l’urine


	2h

	13
	Le poste de travail en microbiologie
	Notions d’asepsie

Notions sur le matériel utilisé en microbiologie
	Présentation du poste de travail

Et des instruments utilisés

Installation d’un poste de travail par les élèves
	Fiches techniques
	Utiliser du matériel selon des instructions spécifiques
	1h

	14
	Le prélèvement stérile et la réalisation d’un frottis et coloration simple


	Notions d’asepsie

Notions sur le matériel utilisé en microbiologie

Technique du prélèvement stérile
	S’entraîner au prélèvement stérile sur de l’eau  puis prélever un échantillon ( urine de Mme X)  et réaliser un frottis, le fixer et le colorer au bleu de méthylène.

Observation microscopique
	Fiches techniques

Démonstration du professeur
	Utiliser du matériel selon des instructions spécifiques

Suivre un protocole, travailler en autonomie partielle ou totale et maîtriser la gestuelle lors des étapes clés


	2h

	15
	La coloration de gram
	Notion de coloration différentielle


	Réaliser un frottis et une coloration de gram + observation microscopique
	Fiches techniques
	
	1 h

	16
	Le DGU
	Notion de culture bactérienne 

Notions de dénombrement rapide

Orientation du diagnostic


	Faire chercher aux élèves ce qui a pu se passer ( une bactérie( une colonie)

Comment les examens macro ( aspect des colonies) et microscopiques peuvent ils orienter le diagnostic ?

Conclure sur le germe responsable de l’infection urinaire


	Fiche technique simplifiée du DGU

Exploitation de résultats d’un DGU réalisé par le professeur lors de la séance précédente.
	Présenter et interpréter des résultats expérimentaux

Interpréter en fonction du contexte et conclure.
	2h

	17

et 

18
	L’antibiogramme
	Propriétés d’un antibiotique

Sensibilité aux antibiotiques

CMI


	Expliquer comment on réalise un antibiogramme et quel en est le principe.

Exploiter un antibiogramme réalisé sur E.coli.


	Documents sur le mode d’action des antibiotiques

Fiche technique : réalisation d’un antibiogramme

 ( écouvillonnage)

Antibiogramme réalisé par le professeur ou par des élèves 
	Présenter et interpréter des résultats expérimentaux

Interpréter en fonction du contexte et conclure
	3h

	19
	BILAN


	Conclure sur la pathologie, son diagnostic, et son traitement ( réalisation d’un document synthétique)

Réaliser un compte rendu synthétique avec un plan précis. 
	1h

	20
	Visite de laboratoire d’analyses médicales ou d’un plateau technique ( permet d’élargir sur d’autres analyses réalisées au laboratoire d’analyses médicales


	2h


DETAIL DES SEQUENCES 5 à 8
Objectifs : 

· découverte de la NFS ou hémogramme ( sans détailler les indices érythrocytaires)

· approfondissement et mise en place de la démarche expérimentale sur la coloration MGG d’un frottis sanguin

identification des différents éléments figurés du sang au microscope

Connaissances mises en jeu

· notions sur l’utilisation d’un microscope

· notions sur la structure de base d’une cellule eucaryote

· notions sur la chimie acide/base

Activités technologiques

Séance n°5 : durée 1 h

A partir des résultats d’analyse étudiés en séance 2, se concentrer sur l’hémogramme ( NFS) et expliquer les différents paramètres de cet examen.

(Distinguer les numérations cellulaires et la formule leucocytaire en faisant chercher aux élèves les différences :

Exemple :

· Les numérations permettent de savoir combien il y a de cellules par L de sang pour chacune des catégories d’élément figuré . Il s’agit d’une information quantitative importante

· La formule leucocytaire permet de faire l’examen cytologique de ces cellules et de donner la proportion des différentes catégories de leucocytes. Il s’agit donc d’une information qualitative et quantitative.

(Se focaliser sur la formule leucocytaire et chercher comment faire pour obtenir ces résultats 

Il faut pouvoir : 

· observer les cellules du sang 

· identifier les différentes catégories de cellules, donc pouvoir les distinguer les une des autres

· compter ces cellules et en établir 

On doit donc :

· utiliser un microscope

· faire un frottis sanguin, c’est à dire étaler le sang en une couche très mince qui permet d’observer les cellules séparément les unes des autres.

Séance n°6 : durée 2h

A partir de ce qui a été déduit lors de la séance précédente, mise en œuvre de l’utilisation du microscope et observation d’un frottis sanguin non colorés, fixé et monté ( pas de danger infectieux)

(Utilisation du microscope

· A partir d’une fiche d’utilisation et d’entretien du microscope, les élèves s’entraînent dans un premier temps à la mise au point du microscope sur des lames millimétrées et  appréhendent la manipulation des objectifs et des différents grossissements.

· Puis ils font le mise au point sur la lame fournie de frottis sanguin non colorée.

Ils essaient de retrouver toutes les catégories de cellules sanguines étudiées à la séance précédente mais ne peuvent voir que les hématies et quelques leucocytes sans pouvoir en distinguer les sous catégories. Les plaquettes ne sont pas observées.

(Conclusion : il faut trouver un moyen d’observer toutes les cellules du sang. Elle sont bien présentes sur le frottis mais on ne peut pas les voir.


( Il faut colorer le frottis sanguin

Séances n°7et 8 : durée 1h + 2h

Observation de frottis sanguins colorés différemment 

Faire observer aux élèves plusieurs séries de frottis colorés en donnant à chaque fois

· le protocole de la coloration

· la composition du colorant utilisé

· l’affinité tinctoriale du colorant

L’élève observe le frottis et en déduit ce qui a été coloré et comment. 

Il peut comparer avec un frottis non coloré qui sera à sa disposition.

L’élève peut alors conclure sur la partie de la cellule qui a une affinité pour ce colorant et sur sa nature acide, basique ou neutre.

Exemple : Observation de frottis colorés uniquement avec le colorant  May Grunwald 

( Composition du May Grunwald : un colorant acide : l’éosine ( colore en rouge orangé) + un colorant basique : le bleu de méthylène

Le colorant acide sera attiré par les structures basiques et le colorant basique par les structures acides

( Observations de l’élève :

· Les hématies sont rouges /orangé, 

· Le cytoplasme des leucocytes également mais plus clair. 

· On peut observer chez certains leucocytes des granulations violettes, (oranges ou bleues )

· Le noyau des leucocytes est violet. 

· On ne voit toujours pas les plaquettes

( Conclusion
· le cytoplasme des hématies est basique  et attire le colorant acide ( éosinophilie)

· le cytoplasme des leucocytes également

· les granulations bleues contiennent une substance acide et attire le colorant basique ( bleu de méthylène , basophilie)

· les granulations oranges contiennent une substance basique

· la couleur violette = rouge + bleu ( éosine + bleu de méthylène) car il y a les 2 types de substance ( neutrophilie)

( Interprétation

Interpréter avec les élèves : 

· les hématies contiennent de l’hémoglobine qui est basique

· le noyau contient des  acides nucléiques ( acides) et de protéines basiques

· etc…..

Faire de même avec une série de frottis sanguins colorés uniquement avec le Giemsa ( on pourra observer les plaquettes).

Conclusion : les deux colorations se complètent, d’où la coloration MGG ( donner la fiche technique de la coloration MGG)

Finir en observant les frottis colorés au MGG et en identifiant les différentes sous catégories de leucocytes. 

Compléter les critères d’identification avec les notions de

· taille

· forme

· aspect du cytoplasme ( couleur et granulations)

· noyau ( RNP, forme, éventuellement chromatine)

Il est possible de donner aux élèves un tableau récapitulatif

Remarque : si on dispose de temps, on peut aussi montrer aux élèves une série de frottis colorés avec une eau basique   

 ( lames « bleues ») ou acide ( lames très roses) pour montrer que cela permet de mieux  différencier certains critères.

Finir la séance  en expliquant que l’on peut compter les différentes proportions de leucocytes et en déduire des pourcentages qui amèneront à établir la formule leucocytaire. Cela permet d’arriver à la séance 9 ( Bilan de la NFS de Mme X)

Visite d’un plateau technique avec un médecin biologiste





Conclusion sur la pathologie (pyélonéphrite) et traitement antibiotique mis en place








Résultats de l’ECBU de madame X et de l’antibiogramme


Eléments de diagnostic





Analyses microbiologiques : 


techniques de base : prélèvement stérile, frottis, gram, EF


techniques plus spécifiques : DGU, Antibiogramme





Résultats de la NFS de madame X


Eléments de diagnostic





Analyses cytologiques


 ( Frottis sanguins, notions sur l’identification et la numération des cellules sanguines, mise en place de l’hémogramme = NFS)








Où trouve-t-on l’urine dans l’organisme ? Comment est elle fabriquée ?


Comment  prélève-t-on l’urine ?


Qu’ est ce qu’un ECBU ?








Où trouve-t-on le sang dans l’organisme ? Comment circule-t-il ?


Comment  prélève-t-on le sang ?


Qu’ est ce qu’une NFS ?








Prélèvement d’urine





Prélèvement de sang





Le médecin prescrit une NFS et un ECBU. Madame X se rend au laboratoire d’analyses médicales pour faire ces examens





Madame X se rend chez son médecin car elle présente les symptômes suivants :fièvre supérieure à 39°C, douleurs lombaires, sensation de malaise général avec nausées et douleurs musculaires





Initiation à la démarche d’identification bactérienne, et étude de la sensibilité aux antibiotiques





Initiation à l’examen microscopique et à l’identification des cellules du sang
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