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LE MONDE MICROBIEN.

MORPHOLOGIE ET STRUCTURE DE LA CELLULE
BACTERIENNE.

NUTRITION BACTERIENNE.
CROISSANCE BACTERIENNE..



Chapitre I. LE MONDE MICROBIEN



A. Definition de la microbiologie

* Microbiologie = Science qui étudie

* Les micro-organismes = organismes
microscopiques (de petite taille).

» Groupe tres diversifig,

Champignons

 Existent a I'état de cellule isolée ou en groupe..

Bacteries Algues unicellulaires S

Protozoaires



B. Historique du monde microbien

Expose



B. Technigues microbiologiques
et domaines d’application

EXposé



C. Place des micro-organismes dans le
monde vivant.

Avant la decouverte des microorganismes, les organismes vivants
etaient classes en deux regnes

Regne Animal

* Organismes multicellulaires
* Pas de paroi cellulaire.

* Heterotrophes par ingestion
* Pas de chloroplastes

* Capables de se déplacer

* Toutes les especes se
reproduisent sexuellement.

Regne végetal

*Organismes multicellulaires

* ayant une paroi squelettique.
*autotrophes (photosynthese)

*Cellules avec chloroplastes (chlorophyle)
* Incapables de se déplacer



Apres la découverte des microorganismes, les scientifiques ont essayé de
les classer parmi les deux regnes.

- Ceux ayant des caracteres proches des végétaux
(photosynthétiques, immobiles...) —.  régne vegétal

- Ceux ayant des caracteres proches des animaux
(non photosynthétiques, mobiles....) —— regne animal

Mais, certains microorganismes ne ressemblaient ni aux animaux, ni aux vegétaux

Eugléne = protozoaire
Ayant de la chlorophylle

: ]

Neécessite de créeer un nouveau systeme de classification
comprenant les microorganismes




Classification des microorganismes
Definition :

Classification des microorganismes = attribution de chague microorganisme a
Une categorie d’étres vivants déja existants.

1) Classification de Haeckel

En 1866, Haeckel proposa la création d’un troisieme regne qui comprendrait
les microorganismes c’est le regne des Protistes

|

3 regnes
|
Régne des | Régne des Regne des Protistes
animaux végétaux ( Bactéries, Cyanobactéries, algues, protozoaires,
champignons)

NB : les virus ne rentrent pas dans ce cadre, ce sont des organismes non cellulaires



L’observation de PPultrastructure des protistes a montre I’existence de certaines
différences au sein de ce regne, ce qui a engendré I’appellation suivante :

1 2

Regne des protistes

Protistes inférieurs

Bacteries +
Cyanobactérie

* Absence de membrane autour
du matériel nucléaire

!

Procaryotes

Protistes supeérieurs

N

Algues + mycetes + protozoaires

* Possedent un véritable noyau
bien délimité par une membrane

! |

Eucaryotes



2) Classification de Whittaker

En 1969, Whittaker a proposé une classification selon 5 regnes

Kingdom of Protists Kingdom of Monerans \
Regne des s I & N b sl Xy Regn\e des
protistes . o e Moneres

' &= ;
Kingdom of Fungi Kingdom of Plants Kingdom of Animals
conifer Free s

Régne des | : Régne animal
myCéteS broad-lnea.ved tree

fern earthworm sponge

Regne végeétal

© 2006 Encyclopzedia Britannica, Inc.




Les principaux regnes et les trois domaines du monde vivant

Tableau avec d’autres classifications

Haeckel Whittaker Woese (1977) Cavalier - Consensus ? Woese (1990)
(1894) (1969) Six régnes Smith (1981) Trois domaines

Trois regnes | Cing régnes 8 regnes

Protiste Eubacterie Bactérie
Bacteria)
Archéobactérie | Archéobactérie Archée ProcarYOteS‘
Archaea

Protiste Protiste Eucaryote
Protozoaire I

Protozoalre (Eucarya)

_ Chromiste | Chromiste || |
- Champignon |
Végetal chamgidnon |

Végétal Végétal Plante Plante

Animal Animal Animal Animal Animal

Eucaryotes ‘

Régnes pouvant contenir
des microorganismes




Les systemes actuels classent les microorganismes en deux grands groupes

— D

Les protistes procaryotes Les protistes eucaryotes

Bactéries + Archées Algues + champignons + protozoaires

| |

Structure cellulaire simple :
Structure cellulaire complexe

Procaryote

Eucarvyote
Nucleoide Nucleole Mitochondrie

Capsule

Noyvau

Flagelle

Paroi Cellulaire

Ribosomes Membrane plasmique

Ribosome


http://fr.wikipedia.org/wiki/Image:Cellules.png
http://fr.wikipedia.org/wiki/Image:Cellules.png
http://fr.wikipedia.org/wiki/Image:Cellules.png
http://fr.wikipedia.org/wiki/Image:Cellules.png
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Définitions

Procaryote

« pro » = primitif, avant
« karyote » = noyau

Ces organismes n’ont pas de veritable noyau, leur matériel
génetigue est organiseé sous la forme d’un nucléoide. lls se
divisent par fission binaire.

Les procaryotes comprennent deux reégnes :

- les archées : bactéries vivant dans des conditions extrémes
- les bacteéries sensus stricto : la majorité des bactéries qui
se trouvent dans notre environnement



Eucaryote

« eu » = vral, « karyote » = noyau

Ces organismes possedent un vrai noyau, c’est-a-dire que leur
matériel génétique est organisé au sein d’un organite
Intracellulaire delimite par deux membranes. Ils se divisent par
mitose et souvent aussi par meiose.

Les eucaryotes comprennent les protozoaires, les algues (les
champignons, les animaux et les vegeétaux.



Organisation des cellules eucaryotes et procaryotes

Procaryote

Eucaryote

Taille

0,2pum (mycoplasmes)-10 pum -
voire plus chez certaines bactéries

géantes (Epulopiscium fishelsoni : 10 a

500 um selon la phase de croissance ;

Thiomargarita namibiensis de 0,1 a 1

mm)

1 um (Nanochlorum eukaryotum) - 5 um (levure) — 100 pm
(voire de ’ordre du metre si on pense aux neurones)

Organisation

Le plus souvent unicellulaire —
différenciation rudimentaire

Uni ou multicellulaire — différenciation sophistiquee
en tissus et organes chez les eucaryotes supérieurs

Noyau avec membrane

Absent
(sauf trés rare exception

Présent

Matériel génétique

1 nucléoide (parfois plusieurs) et
parfois des plasmides
Matériel génétique dans cytosol

Plusieurs chromosomes

Matériel génétique dans noyau et certains organites

Cytosquelette

Pas a proprement parlé
(néanmoins protéine FstZ)

Présent (microtubules, filaments d’actine)

Division

Fission binaire

Mitose (réplication de la cellule) et souvent méiose
(formation de gametes)

Processus d’endocytose Absent Présent

Ribosomes 70S : 50S (ARN 23S et 5S) + 30S | 80S (sauf mitochondrie et chloroplaste) : 60S (ARN
(ARN16S) 25S et 5,8 S et 5S) + 40S (ARN 18S)

Membranes internes Trés rare Presentes

(cf. certaines bactéries
photosynthétiques, les méthanotrophes,
les bactéries nitrifiantes...)

Compartiments
internes (= organites)

Absents

Présents : compartimentation de la production
d’énergie (mithochondrie, chloroplaste), des
réactions enzymatiques (peroxysome, lysosome,
cytosol), de la synthese protéique et sécrétion

(réticulum endoplasmique, appareil de Golgi) -
Quelqgues eucaryotes « primitifs » tels que Giardia lambdia n’ont
pas de mitochondries ou de réticulum endoplasmique.




Appareil
photosynthétique

Tableau comparatif (suite) :

Procaryotes

Présent chez les phototrophes

Eucaryotes

Présent chez les algues et les
plantes au sein d’organites
specialises : les chloroplastes

Vacuole a gaz

Parfois présente

Absente

Endospore

Parfois présente

Absente

Flagelles, cils

Présent (selon especes) —
Flagelles constitues de
flagelline et non entouré d’une
membrane (le plus souvent)

Présent (selon especes) — Flagelles

et cils faits de tubuline, entourés
d’une membrane

Peptidoglycane présent chez la
plupart des bactéries — Paroi
absente chez quelques
procaryotes (mycoplasmes,
thermoplasmales) - Paroi
différente présent chez
certaines archées—

Paroi de cellulose chez les plantes,

de chitine chez les champignons

Stérols dans les

membranes

Tres rare (exception :
mycoplasme,
méthanotrophe...)

Fréquente

Lipides liés par des
liaisons ester

Présent chez les bactéries
(mais pas les archeées)

Présent

Lipides liés par des
liaisons éthers

Présent chez les archees (mais

pas les bactéries)

Absent




Caracteristiques des principaux groupes de microorganismes
Les Virus

- Taille : 0,015a 0,2 pum

- Parasites obligatoires

- Visibles seulement au microscope électronique

- Causent maladies chez ’'homme, plantes, animaux
et infectent d’autres microorganismes

Les bactéries

- procaryotes unicellulaires (diametre = 0,5 a
1,5 um)

- Structure simple

- peuplent tous les milieux

- ont un fort pouvoir de génération : en
moyenne, une bactérie peut se diviser
toutes les 20 minutes.

- Certaines sont pathogenes, d’autres utiles



Les cyanobactéries

-Taille : 5,0 a 15 pm

- Procaryotes unicellulaires

- Structure comme les bactéries

- contiennent de la chlorophylle

- utilisées comme nourriture d’animaux aquatiques
- contribuent a la formation du sol

Les mycetes

Les levures
- Eucaryotes pluricellulaires (2 a10 um

- Eucaryotes unicellulaires (5 & 10 pm) de diametre |
- Culture en laboratoire comme les bactéries - Culture en laboratoire

- Production de boissons alcooliques - décomposent la matiére
- supplément nutritif - utiles en fabrications industrielles

- certaines sont pathogénes (penicilline) |
- Pathogenes des hommes, animaux

et plantes



Les protozoaires

- Taille : 2 a 200 pm

- Eucaryotes unicellulaires

- culture en laboratoire ou parasites intracellulaires

- sources de nourriture pour les animaux aquatiques
- certains sont pathogenes

Les algues

-Taille : 1 um a plusieurs metres

- Eucaryotes unicellulaires et multicellulaires

- la plupart sont aquatiques

- photosynthétiques (chlorophylle)

- source de nourriture dans les milieux aguatiques
- suppléments alimentaires

- source de geélose pour la microbiologie

- certaines produisent des toxines



Exemple d’abondance des microorganismes
dans le sol

taille concentration régime alimentaire

Nématodes 0,1a5mm 106 a 108/m?2 Champignons, bactéries, cellules de
végétaux

Lombrics 3a30cm 10 a 103/ m? Résidus de végétaux, champignons,
bactéries

Arthropodes > 1 mm Carnivores ou phytophages

Micro <1mm 103 a 10%/m?2 Résidus de végétaux, algues,
arthropodes champignons, bactéries

Protozoaires 0,2 mm 103 a 105/g de sol Algues, champignons, bactéries, débris
organiques

Algues 0,2 mm 102 a 104/g de sol Arthropodes
cellulaires

Bactéries 0,01 a 0,05 108 a 10°/g de sol Matiére organique
mm

Champignons 50 a 250 hyphes/g de Parasite ou symbiote endo et ecto
sol mycorhizes




D. Taxonomie et nomenclature des microorganismes

Taxonomie = science de classification des organismes dans des
groupes appelés Taxons.

= Arrangement ordonné d’unités dans des groupes
plus grands.

Mais, avant leur arrangement systématique, il faut nommer et

Identifier les microorganismes

Nomenclature : C’est I'ensemble des régles qui président a l'attribution
d'un nom a chaque taxon .

Les nomenclatures scientifiques sont des noms latins ou latinisés



ldentification = donner une ide
le comparant aux

ntité a un microorganisme inconnu en
microorganismes connus

Il existe differents systemes de classification

Systeme de classification
Des animaux

Des végeéetaux

v Systemes de classification

Des bactéries

Adopté en 1947 par I’association

Systéme de classification Internationale des sociétés

Microbiologiques.
C’est le code international de
Nomenclature des bactéries

Les premiers modeles de classification

ont été crées par Linné en 1750




* Chaque systeme de classification présente une unité de base = Espece

Définition de L’espece biologique

C’est I'unité de base de tout systeme de classification

C’est un groupe d’organismes tres apparentés, differents
des autres groupes d’organismes et capables de se
croiser entre eux.

Cette définition n'est pas applicable aux procaryotes (bactéries).

|

En bacteériologie, une espece est constituée par sa souche type et
par I'ensemble des souches considérees comme suffisamment proches
de la souche type pour étre incluses au sein de la méme espece .



Cette derniere définition repose sur un ensemble de caracteres
- caracteres morphologiques
- Aspects tinctoriaux
- Types trophiques
- métabolisme
- Criteres immunologiques

- Criteres pathologiques



*Un systeme de classification biologique est aussi basé sur une
hiérarchie taxonomique

Les echelons hiérarchiques sont :

Espece = groupe de microorganismes présentant en commun le plus
grand nombre de caractéristiques semblables.

Genre =un groupe d’espéces semblables

Famille = un groupe de genres semblables

Ordre =un groupe de familles semblables

Classe = un groupe d’ordres semblables
Embranchement = un groupe de classes semblables

Reégne =tous les organismes de cette hiérarchie



Exemple de structure hiérarchique des taxons

Rang Exemple

Regne Bacteria
Embranchement Proteobacteria
Classe v-Proteobactéries
Ordre Enterobactériales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espece

Escherichia coli




 Parfois on trouve d’autres subdivisions (

, , )

Pseudomonas syringae pathovar  Corynebacterium afermentans

Savastanoi sous-espece lipophilum
Domaine ou empire "Bacteria ™ "Bacteria ™
Phylum ou division "Proteobacteria " "Actinobacteria ™
Classe Gammaproteobacteria Actinobacteria
Sous-classe aucune Actinobacteridae
Ordre Pseudomonadales Actinomycetales
Sous-ordre Pseudomonadineae Corynebacterineae
Famille Pseudomonadaceae Corynebacteriaceae
Sous-famille aucune aucune
Genre Pseudomonas Corynebacterium
Sous-genre aucun aucun
Espéce Pseudomonas syringae Corynebacterium afermentans
Sous-espece aucune Corynebacterium afermentans

subsp .lipophilum
Rang hiérarchique inférieur a la Pseudomonas syringae pv. aucun
sous-espece Savastanoi



Nomenclature binomiale

* Les microorganismes sont nommeés selon les regles du systeme binomial de

Linneé (1750).

* Le nom de chaque microorganismes est formé par deux fragments :

- le premier =le nom du genre, - le second = qualificatif = nom descriptif,

sa premiere lettre en majuscule premiere lettre en minuscule

* Les deux termes sont en latin
* |lIs forment le nom scientifique de I’'espece

* |ls s’écrivent toujours en italique




* Quand on nomme et on classe un microorganisme, il constitue une référence
* || existe des collections de microorganismes classés (Bergey’s manual...)

* La taxonomie microbienne est un domaine dynamique et non statique



| es bactéries

Chapitre II. MORPHOLOGIE ET STRUCTURE DE

LA CELLULE BACTERIENNE



1- Morphologie générale.
a) Définition d'une bactérie :

* Etre unicellulaire de petite taille (microorganisme, micron) de

morphologie différente qui présente des caractéristiques propres
(Procaryote).

cellule bactérienne

e ol
_;‘.}."';|‘LT

Chromatophore

Schéma de la structure
bactérienne

/ Ribosomes

Membrane cytoplasmique




b) Dimensions

- ’unité de mesure en microbiologie = le micrometre (um)

- Les dimensions des bactéries sont variables

- Diametre habituel = 0,5a 1 um - Certaines bacteries sont tres longues :

- Longueur=2 a5 um (longueur = 100 ym, diametre=1a 2 ym)

Les plus petites bactéries = mycoplasmes (0,1 a 0,3 pum)



c- Forme des bactéries

*Laforme des bactéries est un critere permettant de les classer.

* Les bactéries présentent des formes variables :



coques ou cocci

- Forme sphérique ou ovoides




- Forme allongée droite ou cylindrique = Bacilles

Bacille de Koch

- Forme spiralée = Spirilles (rigides ou relachées)

Spiroplasma melliferum



http://www.astrographics.com/GalleryPrints/Display/GP2144.jpg
http://www.astrographics.com/GalleryPrints/Display/GP2144.jpg

- Forme incurvée (en virgule) = Vibrions

Vibrio cholerae

Copyright Dennis Kunkel


http://www.pbrc.hawaii.edu/kunkel
http://www.pbrc.hawaii.edu/kunkel

d- Groupement

- Certaines especes bactériennes présentent des modes de groupement

Cellulaires caracteristiques de I’espece.

* Pour les cocci, on trouve ;

- Streptocoques, cocci en chainettes ,(a) division
selon un méme plan;

- diplocoques, cocci regroupés deux a deux (b)

- en Tetrades ( c ) division selon deux plans
regulierement

- Sarcines (d) division selon trois plans regulierement

- Staphylocoques, cocci en amas. (e), division selon
plusieurs plans, irrégulierement


http://fr.wikipedia.org/wiki/Image:Cocci_arrangement.png
http://fr.wikipedia.org/wiki/Image:Cocci_arrangement.png

* Pour les Bacilles, on trouve :

- en chaine : ex, Lactobacillus



http://images.google.co.ma/imgres?imgurl=http://microbewiki.kenyon.edu/images/b/b4/Lacto.JPG&imgrefurl=http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Lactobacillus&h=216&w=288&sz=38&hl=fr&start=39&tbnid=JDPq7ko28XN2mM:&tbnh=86&tbnw=115&prev=/images?q=lactobacillus&start=20&gbv=2&ndsp=20&svnum=10&hl=fr&sa=N
http://images.google.co.ma/imgres?imgurl=http://microbewiki.kenyon.edu/images/b/b4/Lacto.JPG&imgrefurl=http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Lactobacillus&h=216&w=288&sz=38&hl=fr&start=39&tbnid=JDPq7ko28XN2mM:&tbnh=86&tbnw=115&prev=/images?q=lactobacillus&start=20&gbv=2&ndsp=20&svnum=10&hl=fr&sa=N
http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Image:Corynebacterium_glutamicum.jpg
http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Image:Corynebacterium_glutamicum.jpg

Remarque :

Ces groupements peuvent varier selon les circonstances

Sur un frottis de Streptocoques, on peut trouver des amas de deux,

guatre, huit, des grappes et la forme en chaine caractéristique




[MoRPHOLOGIE BACTERIENNE

Formes sphériques : coques

Formes allongées

*Forme ronde : .

Ex. : Staphylococcus

*Forme ovale (ovoide) : @ Ex. : Strepfococcus

* Formes droites :

Cotpuy  Lodg
épais [

Bouts ronds

ﬁn I

@ bouts carrés N

Coccobaccile @ Fusiforme <>

* Formes particuliéres

» Forme incurvée f— ) ex : Vibrio

» Forme spiralée /A~  ex: Treponema

*Mode de groupement :
> isolé @ ..
» par deux {diplocoques) @@
» En flamme de bougic @@ ex. : Streptococcus preumoniae
» Engrainde café @p O® ex : Meisseria
: 00 |
» Par quatre : tétrade @@ ex: Micrococous
L 2]
» Enamas ..:
L 2]
¥» Enchainette og®eg®®

* Modes de groupement :

: -
> isolés oEB -

» diplobacille DD

» Enamas "’

» En chainette |y

» Enpalissade .'..'
)




e- Ultrastructure de la cellule bactérienne

L’examen de la cellule bactérienne a I’aide des techniques
microscopiques modernes réevele I’existence de deux types de
Structures.

- Structures extérieurs a la paroi cellulaire (flagelles, pili,
capsule...)

- Structures a I’intérieur de la paroi (membrane cytoplasmique,

mésosome, cytoplasme et structures intracytoplasmiques...)



Les bactéries sont formées par des élements

- obligatoires (présents chez toutes les bactéries)

- facultatifs (présents uniquement chez quelques especes)

Elémeénts Membrane
Ob].lg atoires FParo R1boiome # Chromis ome » Oyt opfsme Cytoplasmique

¥ ¥ v ¥ b v ¥
Eléments Filus Ceouche 3 Fimbriae Flagelle Plasmide Spore Capsule

o T = sexuel



@ Eléments obligatoires

cellule bactérienne

*|_a Paroi bactérienne:

ADN chromosomique

Capsule

* La paroi se trouve au dessus de la
membrane cytoplasmique et au dessous de
Capsule.

* enveloppe rigide caracteristique de la
cellule procaryote « exosquelette »

* A part les mycoplasmes, toutes les
bactéries possedent une paroi cellulaire

* Son épaisseur varie entre 10 et 35 nm
chez la plupart des bactéries



a) Roles de la paroi bactérienne

* Résistance
- Confere a la bactérie sa forme (si on enléve la paroi, on obtient des
cellules sphériques = protoplastes).
- Confere a la cellule sarigidité et sarésistance aux pressions
(pression osmotique interne des bacteries 5 a 20 atm)

- Assure la protection de la membrane cytoplasmique (membrane interne)

- Elle est constituée d 'un composeé spécifiguement bactérien, le

Peptidoglycane.



* Echanges

- Contrdle la diffusion des molécules en fonction de leur taille, degré
d'hydrophobicite... : r6le de membrane semi-permeable

- Assure le captage des nutriments importants : récepteurs et transporteurs
membranaires spécifiques

- Effectue le rejet des composés nocifs dans le milieu extérieur : pompes
d'efflux
* Adaptation
-Se modifie pour permettre la croissance et la division cellulaire
* Classification

- Elle est colorable par la méthode de Gram (1884).



Coloration de Gram

* C'est la coloration de base en bactériologie.

* Cette coloration permet de differencier les bactéries selon deux
criteres :

- leur forme,

- leur affinité pour les colorants .

Pour réaliser cette coloration, on doit d’abord préparer

ce qu’on appelle un frottis fixe



Figure n° 1. Etalement a I'écouvillon

z
[}
L

Figure n° 2. Chauffage de I'anse de platine :
le til de I'anse de platine doit étre chauffé au rouge
sur la flamme, puis refroidi.

S5 —

Figure n° 3. Eitalement a 'anse de platine.

<

Figure n° 4. Etalement a la pipette Pasteur

Figure n° 5. Séchage des frottis.

Ficure n° 6 Fixation par

Etapes de préparation d’un frottis fixé



Techniqgue et principe de Coloration de Gram

Développée par le médecin danois Christian Gram en 1884

Coloration au cristal
violet (colorant Augmentation des interactions

L] basique) ) colorant-cellule a I’aide d’un
Q Env. 30” mordant (iode/lugol)
Lavage (eau)

Q ‘ ‘ env. 1’
Env.2” , Lavage a l’eau
O WL

Contrecoloration \

(safranine, ]
fuschine) D Décoloration
() env. 30-60” (éthanol) ‘
‘ Lavage a I’eau % ‘ env. 10-30” ' ‘

‘ ‘ Séchage & ‘
O ® ®




Coloration de Gram

Cette coloration permet de diviser les bacteéeries en deux grands groupes

bactérie a Gram positif bactérie a Gram negatif

Escherichia coli
Staphylococcus aureus



La distinction entre bactéries a gram positif et bactéries a gram neégatif repose

Sur une difféerence de composition chimique pariéetale.

b) Composition chimique de la paroi bactérienne

Bactéries Bactéries
Gram + Gram -
Osamines +++ +
Acides aminés 24 a 35 % 50 %
Acides teichoiques +++ -
Oses 20-60 % 20-60 %
Lipides 1-2,5 % 10-22 %
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Les deux parois sont difféerentes mais comportent un polymere commun,

partie la plus interne :

PEPTIDOGLYCANE = MUREINE = MUCOPEPTIDE = MUCOCOMPLEXE




Autres roles de la paroi

- Fixation des bactériophages

Cycle de reproduction
d'un bactériophage

Adsorption

-Certains constituants de la paroi sont 1 i

: o e P s I . ADN bactérien
des sites privilégiés de fixation des e s \E

libération des

I bactériophages

s CAQi Lyse cellulaire et
bactériophages (ex : acides o I Tisgilstiotde]
IADN viral | @'

teichoiques des bacteries Gram positif)

. Assemblage Destruction de 'ADN l

\ des virus bactérien

(B :

Synthése des protéines | §
de la capside |

viral



*La membrane cytoplasmique

« Membrane ayant un aspect trilamellaire

» Située sous la paroi, interface entre cytoplasme et structures externes

« Composition
- Lipides (30 a 40 %)
- proteines (60 a 70 %)
- Glucides (constituants

mineurs, glucose,
glucosamine)

Absence de cholestérol =
différence avec la cellule
eucaryote

Structure de la membrane cytoplasmique

Protéine intrinséque
N\

Glycolipide \ Oligosacchari de

Protéine intrinséque

Ht?llﬂ" O hydrophobe ' Fhos phohp1dr-

I ! ’ 1
Protéine extrinséque

environ 7.5 nanometres




 Fonctions de la membrane cytoplasmique

- Respiration (fabrication d’énergie)

- Transfert de substances :
e diffusion simple
e transport actif (perméases)
- Synthese des lipides membranaires et lipopolysaccharides
- Synthese du peptidoglycane
- Assemblage et excrétion des proteines extracytoplasmiques
- Perception des caracteristiques physiques de I’environnement (température,

pH, aw...)



* Cytoplasme et structures intracytoplasmiques

* Hydrogel colloidal comprenant :

- une phase dispersante (sels minéraux et composeés solubles de
nature lipoprotéique)

- une phase dispersée formée de nucléoprotéines et de lipides .

*Son pH est compris entre 7 et 7.2.
* Le cytoplasme contient

- des ARN et ribosomes,
- Chromosome,

- des substances de réserves

- Chromatophores - quelques organites specialisés.

- Vacuoles a gaz



@ Ribosomes

* Nombreux : ~ 15 000 / bactérie
» Constitution : _Chaine protéique en

et " cours d’élongation
comportent 2 sous unités (50S et 30S) o e ] .~ Grande sougunite (50 S)

constituées de protéines + ARN (23S et 16S) Acide aminey

* siege de la synthese protéique :

_~ARNm

2 sites essentiels

- Site aminoacyl : accueille I’acyl-tARN - Peut sous mite (303)

- Site peptidyl : accueille la chaine d’aminoacides

en cours de constitution



@ les substances de réserves

Les substances accumulées par les bactéries peuvent étre organiques
Ou inorganiques

- amidon

- Glycogene le plus souvent
- I'acide hydroxybutirique (Pseudomonas, Vibrio, Micrococcus...)

- des polyphosphates organiques (chez des bactéries pathogenes
comme Corynebacterium diphterieae)

- des inclusions de soufre, de fer (G/ Beggiatoa et G/ Thiothrix)



*chromatophores

 existent chez les bacteries photosynthétiques,
* jouent le rdle des chloroplastes

» Contiennent des pigments appelés bactériochlorophylle

* Vacuoles agaz:

- vesicules remplies de gaz présentes chez les bactéries
photosynthétiques (bactéries pourpres et bactéries vertes)

- permettent aux bactéries de flotter a la surface de I'’eau



@ Chromosome

- Pas de membrane nucléaire

- Filament unique d’ADN
- Bicaténaire

- circulaire
- surenroulé

- 1000 fois plus long que la bactérie (masse ~ 2000MDa)
- Double brin disposé en boucles
- Protéines fixees dessus:

- ADN et ARN polymérases

- topoisomeérases

ADN 80%, ARN 10%, protéines 10%



ADN bactérien

@ Composition chimique et structure

La molecule

- Un brin d'ADN est une succession de
nucléotides.

- Un nucléotide est forme d'une base azotée,
d’un sucre (le désoxyribose) et d'un
phosphate.

- Les bases azotees sont

*la guanine (G), I'adénine (A) = bases
PEITEREE Groupe (3
Phosphate i, L

*la tymine (T), la cytosine (C) = bases
pyrimidiques.

I'adénine se lie toujours avec la tymine et la
guanine avec la cytosine par des liaisons

faibles . *A:T etC=G




- Coefficient de Chargaff

- C’est le rapport A+T / G+C ( s’exprime aussi en GC%)
- Varie selon les especes bactériennes
- le méme dans toutes les souches d’'une méme espece

-50 % E. coli, 30 a 40 % Proteus , 60 a 70 % Pseudomonas

- GC% =roOle taxonomique



@ ROle de I’ADN bactérien
1) support de I’information génétique
* Pneumocoques S (Smouth =lisse) , colonies lisses, Virulents, Capsulés

* Pneumocoques R (Rough =rugeux), colonies rugeuses, non virulents, non capsulés

Expérience de Griffith(1928)

Bactéries 5 Bactéries R

Lots 1 et 2 :la présence de la capsule
détermine la virulence.

Lot 3 :la chaleur détruit la capsule et
supprime la virulence, sans dénaturer le
contenu de la bactérie.

Lot 4 :I'apparition de bacteries S ne peut
s"expliquer que par une transformation des
bactéries R par une substance issue du
contenu des bactéries S tuées, qui ont

- e Bacteries 5 libéré un "principe transformant."
dans le zang | bactéries bactéries vivantes dans

de 1a souriz |dans le sang| | dans le sang | le sang




En 1944, Avery, Mac Leod et Mac Carthy découvrent le perincipe transformant
de Griffith

Expérience d'Avery, Mac Leod et Mac Carthy (1944)

Pneumocoques souche S

— 7

1 Acides
Polysaccharides Protéines nuctéiques

o

Preumocoques souche R

A0N 3
purifié

¥ ERTRACTION

CHIMIGUE

AOMN s+ R

R + quelques 5

iss0es de 14

transfor mation

S provenant de la
transformation




* Ces expériences déemontrent que le pouvoir transformant est détenu par
I'ADN des bactéries: c'est la substance du contenu des bactéries S qui n'a
pas eté détruite par la chaleur dans I'expérience de Griffith.

* |l programme la synthese des polysaccharides de la capsule.

* Les descendantes des cellules R transformeées en S sont de type S
donc I'ADN contréle la multiplication a lI'identique.

*une bactérie peut acquérir de nouveaux caracteres phénotypiques, de
nouvelles fonctions métaboliques (sécrétion de polysaccharides, virulence) par
I'intermédiaire d'ADN provenant d'une autre .



2) L'ADN intervient également dans le processus de synthese des protéines .

Ition
Emr.,f‘. ._—“w——«wm[\) “uverture" de la J‘
Non transenre ARN nolymérase.. Jizg, v *‘rlﬂif‘("*ir’ AN
- . ,. ___“___ e / AAAAAAA

4 Dssoaaim

i Q.o:‘\.ﬁ

5 Recydage duibosome O O

é qck iy I‘ 3 mineson
ABNlal. L la ',’ | 2. élongatan

ADN

chaine Lgendes

AT AN acide

ransente ’ amine f{ \.ﬁ
L ARNL protéine

O eRFl O ¢RF3
" nucléotides

B precurseurs e
A4 Sous unités
—" durbosome

Transcription Traduction

ARN messager x &

BN 101 Tation L)

Chez les bactéries les deux phénomenes se produisent au niveau du cytoplasme.




@ Eléments facultatifs
* Les plasmides

*en microbiologie un plasmide = molécule d'ADN circulaire en double
brin, indépendante de I'ADN chromosomique, capable de réplication
autonome.

* Le terme plasmide fut introduit par le biologiste moléculaire ameéricain
Joshua Lederberg en 1952.

Schémareprésentant une
contenant des plasmides.

1) ADN chromosomique (bactérien)
2) Plasmides..

Plasmide vu au microscope électronique


http://www.techno-science.net/?onglet=glossaire&definition=1026
http://www.techno-science.net/?onglet=glossaire&definition=1034
http://www.techno-science.net/?onglet=glossaire&definition=14348
http://www.techno-science.net/?onglet=glossaire&definition=987

* Leur transmission d'une cellule a I'autre s'effectue habituellement par
conjugaison (codent pour des pilis sexuels), ou encore transduction ou
transformation, mais souvent sans spécificité d'hote.

Diffusion plasmidique au sein de divers groupes

Escherichia Salmonella Proteus  Enterobacter

Serratia  Klebsiella Pseudomonas Acinetobacler

* |ls sont médiateurs de nombreuses propriétés permettant une meilleure
adaptation des bactéries (exemple : résistance aux antibiotiques,
antiseptigues, métaux toxiques, irradiation)


http://www.microbes-edu.org/etudiant/gene2.html

Transfert des plasmides

* Le transfert de certains plasmides se fait par conjugaison (plasmides conjugatifs
* La conjugaison bactérienne = mécanisme sexuel primitif découvert par

Lederberg et Tatum chez E. coli en 1946.

* ¢’est un transfert unidirectionnel de matériel génétique d’une bactérie a une autre

* Ce transfert a lieu aprés un contact physique entre les deux bactéries.




- La bactérie donneuse est dite male et la bactérie receptrice est dite femelle

- Les bactéries peuvent contenir des plasmides conjugatifs (tels

gue le plasmide F chez E.coli)

- La bacterie donatrice possede un morceau d’ADN particulier appelé

facteur F (fertilité), elle est génétiquement F *

- La bactérie réceptrice ne contient pas de facteur F, elle est dite F -

—
rd o
N\

/ \
Bacterie donneuse (male) \ { Bacteric re&\cveuse (fomelle)

|

\C‘cs? unsysteme de replication-transfort




-L'épisome F : Le plasmide F est circulaire double brin, fait 94,5 kb (1 copie par
cellule).

- il code pour de nombreux géenes impliqués dans la formation de contacts entre
cellules et du transfert du plasmide pendant la "conjugaison".

- Les souches F+ ont de long "poils" sexuels qui permettent d'établir des ponts
cytoplasmiques avec des souches F- Apres établissement du contact entre une cellule
F+ et une cellule F-.

- le plasmide F est transféré unidirectionnellement de la souche F+ vers la souche F
aboutissant a sa transformation en souche F+.

: 5 d +
s1 une bacténe F
rencontre une bactérie F

Chromosome de I’hdte G)oe
(\j ®, F est répliqgué dans le cytoplasme (_) O
/A e _— ’ .
Facteur F il S ) - | Les pili sexuels etablissent
Le contact entre les cellules
(\j} = (j}_,.—~'----~—~ - - { ) OF ' -l
(c) I'ADN est transféré (d) les plasmides se reconstituent

sous forme simple brin dans les deux bactéries



* Les spores bactériennes

* Une spore = petite unité sphérique douée d'une extraordinaire resistance.
* les spores bactériennes sont des endospores,
* Les spores se forment au sein de trois genres bacteriens principaux :

* Bacillus,

* Clostridium

* Sporosarcina.

* Conditions de formation des spores :
* Milieu pauvre en éléments nutritifs

» Conditions physico-chimiques défavorables



* Les spores se caractérisent par :

- leur faible teneur en eau (15 %) contre 80 % chez les cellules
bactériennes végétatives.

- leur thermoreésistance (les spores de Plectridium caloritolerans

resistent plus de 8 heures a 100° C et 5 minutes a 120°C..

- résistent aux attaques des acides, des bases, des antiseptiques, des
rayons UV ou X, des antibiotiques, etc .



@ Morphologie et structure des spores

- Chez la bacteérie vivante, la spore apparait comme un espace

clair, réfringent, ovoide, limité par un contour regulier

- La spore peut déformer ou non le corps microbien Bacillus subtilis en phase de
sporulation. La structure ovale,
au centre, correspond a la spore,

- Sa position joue un role taxonomique
forme résistante de la bactérie .

AEf
Ezemple

Exzemple




- La spore bactérienne présente une structure complexe

- La paroi sporale (peptidoglycane) donnera la paroi de
la cellule végétative

- Le cortex : couche épaisse (peptidoglycane), sensible
Au lysozyme

- Tunigues (interne et externe) : composees de proteine
(kératine), impérmeables, résistantes aux
agents chimiques

- Exosporium : couche plus externe (lipoproteique), non
essentiel ala survie de la spore

- — Spove co

® Ezosporium

" — Corlex

e Excapod

Parot sporale w5 Tunicue externe

\ * Tunique interna
Lpparell
nucléaire }

/ » Cortex

Cytoplasme entouré de la membrane cytoplasmique + ribosotmes

X

- COore wal

— DNA

Fibosom

¥



La sporulation

== == |

Croissance Division cellulaire

1 P

Formation du

Germmination 2 filament axial

=) 7 Formation de I'endospore % o

Spore libre Formation

6 3 du septum
@ e

Lyse cellulaire et 5 4

Enkystement

libération de la spore .
de la préspore

@ ===

Formation du cortex et synthése de la tunique

Principales étapes de la sporulation




*La capsule

- Elle est formée par des substances
organiques visqueuses élaboreées par
la bactérie

- couche plus ou moins compacte qui
entoure la paroil.

- Toutes les bactéries ne produisent
pas de capsule.

- Au sein d'une espece, certaines
souches en produisent, d'autres non.

- L'élaboration de la capsule est
influencée par certaines conditions du
milieu. Les glucides jouent un rdle
important dans la présence ou non de
la capsule.

,‘_"TH B

La méme espéce mutante, sans capsule




Aspect des cellules d'Acinetobacter sp.

La coloration a l'encre de chine révele la
capsule tres épaisse qui entoure ces
bactéries, ici sous forme de cocci isolés ou

en chaine.




- Rbles de la capsule

- role important dans la défense des bacteries contre :
* |la dessiccation,
* |es prédateurs (protozoaires)

* les parasites (les bactériophages sont incapables de se fixer sur une bactérie
capsulee).

- Support de pouvoir infectueux : empéche la phagocytose des bactéries dans I'organisme,

- Support de propriétés physiopathologiques et immunologiques. Ainsi, les pneumocoques
capsulés se revelent pathogenes, alors que les pneumocoques non capsulés ne le sont pas .

\ B

BAE CoAdrdtion de Gt ,
’ «~ W ’

- ARV N Pneumocoque ou
You gt
“ ~ ’t' > . I
’ ' ' 7

)

Streptococcus pneumoniae




* Cils et flagelles
* Les bactéeries mobiles se déplacent soit par
- glissement (cyanobactéries),

- rotation autour d'un axe central (spirochetes),

- au moyen de cils ou de flagelles .

* Les cils et les flagelles sont des filaments extrémement ténus, invisibles

au microscope optique sur les bactéries vivantes et plus longs que la
bactérie elle-méme.

* Le point d'insertion des cils et des flagelles se situe dans le cytoplasme,
au contact de la membrane plasmique.



Chez les bactéries mobiles, il existe différents types flagellaires induisant
des déplacements variables qu'on appellera ciliature :

Systéme polaire

- Amphitriche
Monotriche S’
. - Systéme périfriche

. A , (7 * plusieurs flagelles polaires = ciliature

\ - lophotriche
/" |Modes d'insertion A P

des flagelles

* un seul flagelle polaire = ciliature monotriche

* un flagelle a chaque pole = ciliature

_ Filament —_____ amphitriche
e O 4§ * des flagelles entourant la bactérie = ciliature
péritriche

__— Peptidoglycane — %

o

~Membrane plasmique -

Le type de ciliature peut étre utilisé
Corps basal et crochet Corps basal et crochet dans un but taxonomique

Bacténes Gram - Bactéries Gram +


http://www.ebabylone.com/encyclopedie_Bact%E9rie.html

Electron micrograph of Hek‘oobader pylod



http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-006/hesla/img__d10e20487.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-006/hesla/img__d10e20487.html

* Role des cils et flagelles Milieu semi-solide

1- Mobilite ?"

\s ',‘!
* Certaines espéeces peuvent méme envabhir les
' o]][

milieux de culture, masquant les autres colonies. Imij
C'est le cas des Proteus ou des Pseudomonas . Sz

* Les cils et les flagelles conferent une certaine
mobilité aux bactéries qui peuvent se déplacer dans
les milieux liquides ou a la surface des géloses.

-

g

—
Y,

2- Chimiotactisme

* Certaines bactéries capables de se mouvoir, sont attirées par les nutriments

(sucres, acides aminés) et repousseées par des substances toxiques ou
nuisibles.

3- proprietés antigéniques

* Les flagelles conferent a la bactérie de nouvelles propriétés antigéniques



Pili ou fimbriae

Les pili (poils) sont des formations qu'on ne peut observer qu'au microscope
électronique. Surtout présent chez les Gram-

* pili communs ou fimbriae sont courts et cassants. lls sont utiles
pour I'adhésion des bactéries aux interfaces et aux muqueuses et
sont donc des facteurs de virulence . lls ont une structure proteique :
la piline

* pili sexuels ,plus longs, relient deux bactéries et sont voies
d'échanges de matériel genétique entre les bactéries. Les bactéries
capables de produire des pili sexuels sont dénommeées bactéries
"males" a l'opposé des autres qui sont dites "femelles."

Shigella Salmonella

Flagelles plus longs
Que les pili




Chapitre lll. NUTRITION BACTERIENNE.



NUTRITION BACTERIENNE.

Définition

Les bactéries se nourrissent :

* de substances organiques simples (acides aminés, glucides,
acides gras, vitamines, hydrocarbures, ect.) et

* de certaines substances inorganiques (phosphates, soufre,
nitrates, ect.).

* Plusieurs types de bactéries sécretent des enzymes digestives qui leurs
permettent d'absorber certains constituants alimentaires plus ou moins
complexes.



Besoins nutritifs des bactéries

* Les bactéries se nourrissent a partir des aliments présents dans les milieux de
culture et dans des conditions physico-chimiques bien précises

* les besoins nutritifs des bactéries sont de deux types :

* Besoins elementaires * Besoins spécifiques

- eau,
- une source d'énergie,

- une source de carbone,
- une source d'azote et

- éléments minéraux .

- facteurs de croissance

Besoins communs a toutes Besoins essentiels pour certains
les bacteéries types de bactéries




A. Besoins élémentaires

Selon la nature des besoins nutritifs, on deéfinit différentes catégories de
bactéries : ce sont les types trophiques

1) Source d’énergie

lumié - Oxydation d’un
- lumiere 0N
nl Compose chimique

Phototrophes

| | |

Chimiotrophes

|

photolitotrophes photoorganotrophes . N

l chimiolitotrophes chimioorganotrophes
donneur d’électrons donneur d’électrons l q £ flect
= Composé Minéral = composé organique | donneur d’électrons onneur ¢electrons

, . = Composé Minéral = composé organique
EX : bactéries

sulfureuses, Ex : bactéries pourpres Ex : bactéries Ex : bactéries sulfo-
Pourpres et vertes Non sulfureuses nitrifiantes oxydantes




2) Source de carbone

Le carbone est I'élément constitutif le plus abondant chez les bactéries .

Selon la source de carbone on distingue :

/ \

Se développent en milieu inorganique Exigent des composes organiques
CO2 = seule source de carbone Pour se reproduire



Diversité de types trophiques

Source d’énergie Source d’électrons Source de carbone
lumineuse chimique inorganique  organigue  inorganigue organique
phototrophe chimiotrophe lithotrophe organotrophe trophe trophe

Types majoritaires : photolithoautotrophe, photoorganohétérotrophe,
chimiolithoautotrophe, chimioorganohétérotrophe

Types minoritaires (mixotrophes) : photolithohétérotrophe,
photoorganoautotrophe, chimiolithohéetérotrophe, chimioorganoautotrophe



2) Source d’azote

* Lasynthese des proteines nécessite des substances azoteées .

—————a

Iy ] .
/= \ nodules de Rhizobium
’ ’ sur des racines

» La source d’azote peut étre :

* L'azote moléculaire :

- bactéries vivant en symbiose avec o
. : : : N N
des légumineuses (Rhizobiom) 43. 94

- bactéries jouant un rble dans
la fertilisation des sols. (Azotobacter) >

Azotobacter

— , . : : : : B ;
* composés inorganiques (ammoniac, sels d'ammonium, nitrites, nitrates)

—**sources organiques (groupements amines des composeés organiques

Chez la majorité des bactéries



3) Eléments minéraux

- Le souffre et le phosphore sont particulierement importants .
* Le souffre est présent dans certains acides amineés (groupement
thiol) et il est incorporeé sous forme de sulfate ou de composés

souffrés organiques.

* Le phosphore fait partie des acides nucléiques, de nombreuses
coenzymes et de I'ATP. il est incorporé sous forme de phosphate

inorganique .

- Le sodium, le potassium, le magnésium et le chlore jouent un réle dans I'équilibre
physico-chimique de la cellule

- le fer, le manganese, le molybdene, le calcium, le vanadium ou le cobalt sont des
oligoélements nécessaires a des concentrations trés faibles .



Eléments Chimiques Exemples d'utilisation

Constituant de toute molécule organique

Carbone Synthése des glucides pour les autotrophes
Métabolisme énergétique (respiration ou fermentation) pour les hétérotrophes
Hydrogene *  Constituant de toute molécule organique
Agent de diverses réactions de réduction
Oxvache Produit terminal des réactions photosyntétiques pour les autotrophes
Y9 Accepteur d'électrons des réactions du métabolisme énergétique chez les hétérotrophes
aérobies
Phosbhore Synthése des acides nucléiques
P Cenzyme des transporteurs d'hydrogéne
Composés énergétiques de transfert (ATP (
Azote Synthése des acides nucléiques
Synthése des protéines
Oxydé sous forme de nitrates au cours de la nitrification avant d'étre assimilable
Source d'énergie SH ,pour quelques chimiotrophes
Soufre " - N s
Accepteur d'électrons dans les chaines respiratoires anaérobies
Biosynthése des acides aminés soufrés
Magnésium *  Métabolisme de I'ATP
- Elément capital de la molécule de chlorophylle
= Transporteur d'électrons dans les cytochromes de la chaine respiratoire aérobie
Calcium

Associé a |'acide dipicolinique, constituant majeur de I'enveloppe des endospores

Roles de certains éléments chimiques chez la cellule bactérienne



B. Besoins specifiques = facteurs de croissance

* les bacteéries capables de croitre en présence d'eau, d'une source
d'énergie, d'une source de carbone, d'une source d’azote et d'eléments
minéraux sont qualifiées de prototrophes.

* Les bacteries nécessitant, en plus, un ou plusieurs facteurs de croissance
gu'elles sont incapables de synthétiser sont dites auxotrophes

Définition
Un facteur de croissance est un élément indispensable a la croissance

De la bactérie (auxotrophe pour ce facteur). Il doit étre présent dans

I'environnement car la bactérie est incapable de le synthétiser .




Nature des facteurs de croissance

Les facteurs de croissance Besoins quantitatifs
- des bases puriques ou pyrimidiques, 10 pg/ml
10 pg/ml
* des acides gras,
- des acides aminés, 10 pg/mi
» des vitamines (coenzymes, précurseurs 1 ug/ml

de coenzymes, groupements prosthétiques

de diverses enzymes)



* Si une bactérie a besoin d’un facteur de croissance, ce dernier doit étre

introduit dans le milieu de culture

* Quelques fois les besoins en facteur de croissance d’une espece
bactérienne peuvent étre satisfaits par la présence dans le milieu d’une autre

espece capable de synthétiser ce facteur : c’est le phénomene de Syntrophie

Exemple : la culture sur la méme boite de :
* Haemophilus spp = bacteérie auxotrophe au facteur V (NAD)

* Staphyloccoque = bactérie productrice de NAD

Donne une culture en satellite de Haemophilus spp



Un exemple de syntrophie

Croissance d'une souche de Haemophilus spp. exigeante en facteur V

Ensemencement de la souche
de Haemophilus spp. exigeante en
facteur V

Ensemencement en stric d'unc
souche de staphylocoques
productrice de NAD (facteur V)

Incubation

Apreés incubation, la culture de la souche de Haemophilus spp. n'est observée qu'a
proximité de la culture de la souche de staphylocoques



C. facteurs physiques
» On appelle facteurs physiques les facteurs qui relevent de I'environnement

* ces facteurs peuvent favoriser, empécher ou inhiber la nutrition et la
croissance bacteéerienne

- Eau

- température

. pH

- oxygene

- pression osmotique

a) Eau :

*représente 80 % des constituants cellulaires,
*indispensable au déeveloppement
* solvant des nutriment et agent des réactions d’hydrolyse



b) Température

Elle influence aussi bien la multiplication que le métabolisme bactérien

* Les difféerentes especes ont une température

*minimale : a laguelle ils peuvent se développer
* optimale : c'est la meilleure a laguelle ils peuvent se développer
* maximale : au-dela de laquelle ils ne peuvent développer

Taux de crossance BaCtél'Ie méSOphlle

de Tespece

Zone de Zone de

tokérance Zone:de tokrance
7 one

préférence

Taux de croissance

Zone Ktak Zone Ktak

miérieure supérieure

40 50

Intensité du facteur limitarft Température en °C




Selon leur température optimale, les microorganismes sont dits

*psychrophiles : entre 0 et 15° , (optimum = 10°C) (Pseudomonas, Aeromonas, )
*meésophiles : entre 20 et 40 ° (majorité des bactéries) (optimum : 30-37°C)
*thermophiles: entre 45et55 °, Bacillus et Clostridium

*thermophiles extrémes : optimum situé vers 70°C
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c) Le pH

* Il influence I’équilibre ionigue du milieu, les réactions métaboliques
Et I’activité enzymatique

* Les milieux de culture doivent avoir un pH favorable a
la croissance de I'espece rechercheée. C’est laraison
pour laquelle ces derniers contiennent

Généralement des tampons (ex : K,HPO, , KH,PO,)

* Selon leur pH optimale de croissance on distingue des
bactéries :

| | NEUTROPHILE
- Acidophiles (1- 4) ACIDPPHILE ALCALOPHILE

- Neutrophiles (5,5 - 8,5)

- Basophiles (alcalophiles) (8,5 a 11,5)
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d) oxygene
* En fonction de leur exigence en oxygene, on distingue 4 types respiratoires
de bacteéries :
- Aérobies stricts : exigent I’'oxygene libre pour leur croissance
- Aéro-anaérobies (anaérobies facultatives) : capables de croitre avec
ou sans oxygene libre.
- Anaérobies stricts : ne peuvent pas se multiplier en présence
d’oxygene libre
- Microaérophiles : ne se multiplient qu’en présence d’une faible

tension d’oxygene



* Mise en évidence du type respiratoire des bactéries

Acdrobie Anacrobie Adro-anacrobie ou Microacrophile
anacérobie-aérotolérante

Les milicux utilisés doivent contenir du glucose et ne pas contenir de nitrates gui pouarraient
servir d'accepteurs et permettre le développement en anac¢robiose de certaines bactéries acdrobics
comme les Pseudomonas spp.

Le milieu le plus utilisé est la gélose viande-foie. Ce milieu est coulé dans des tubes longs et
cétroits. Avant enscemencement, les tubes sont régénérés dans un bain-maric bouillant durant

20 minutes, capsule déwvissée. afin de chasser l'oxygéne contenu dans le milicu. Les milicux
sont ensemencés sur toute la hauteur des tubes (pipette Pasteur boutonnée) lorsgque leur
température est d'environ 45 “C.

La lecture est effectuée aprés incubation d'au moins 18 heures a une température compatible
avec la multiplication de la bactérie a ¢tuadier.



e) La pression osmotique

* La plupart des bactéries sont insensibles a la pression osmotique
(protégée par la paroi rigide)
* Seules les bactéries marines adaptées a une concentration de 35 g/l de
NaCl sont sensibles aux variations de ce parametre.
*Selon cette sensibilité on distingue
- les non-halophiles : (NaCl < 0,2 M) (entérobactéries)
- les halophiles : 0,2 <NaCl<5,2 M (Ps. Marina, Halobacterium salinarium)

- Les halotolérants : NaCl élevée (Staphyloccus)



Chapitre IV. CROISSANCE BACTERIENNE



1) Définition

* La croissance = développement ordonné des composants d'un
organisme (accroissement de taille et de volume.)
* Chez les bactéries, la croissance se traduit par une augmentation du
nombre d'individus. L'accroissement est donc synonyme de multiplication
cellulaire.
* cet accroissement s’accompagne par :

- une diminution de la quantité de matiéres nutritives disponibles

- une augmentation des déchets dans le milieu

- modification de certains parametres du milieu (le pH, le potentiel
d'oxydo-réduction, la conductivité, la pression osmotique,



Cycle cellulaire bactérien

Période B (initiation)
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‘ Chez Escherichiacoli,
* C dure environ 40 min

* D dure environ 20 min.
*B aune durée variable selon
les conditions de culture

Les molécules d'ADN sont représentées sous la forme de cercles.
L'ADN en cours de réplication est représenté en rouge.




2) Méthodes de mesure de la croissance.

* Les techniques permettant I'étude de la croissance sont nombreuses

ce qui montre qu'aucune n'est parfaite .

* Sur un milieu solide, I'étude de la croissance est rendue difficile en

raison de l'agrégation des cellules les unes aux autres .

* En milieu liquide, les cellules sont dispersées ce qui permet des prises
faciles d'échantillons. La croissance peut alors étre appréciée en se

basant sur le nombre de cellules ou sur la biomasse bactérienne.



A. Mesure du nombre de bactéries

1) Lecture au microscope (dénombrement direct)

* Le microscope permet une numeration totale des cellules

» Elle ne permet pas de distinguer facilement les cellules vivantes
des cellules mortes.

» Le comptage des cellules se fait en utilisant un hématimetre

(cellules de Thoma, de Malassez...)



Cellule de Malassez
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2) Dénombrement apres culture (dénombrement indirect)

* Il permet de compter les bacteéries viables et cultivables

* c’est laméthode la plus utilisée, elle se fait de différentes facons

* Culture en boite de Petri
* Méthode du nombre le plus probable (NPP)

« Méthode de filtration sur membrane



a) La Numeération sur Gelose en boite de Pétri

Echantillon a Dilutions

incubation

b

4 600

Apres incubation on compte le nombre des colonies (choisir les boites
contenant entre 30 et 300 colonies). Comme une colonie provient d’'une seule

cellule ou d’'un amas de cellules, on exprime le résultat en UFC/ volume de
I'echantillon. (ne pas oublier le facteur de dilution) .



b) La Numération par la méthode du nombre le plus probable (NPP)

* Ce dénombrement se fait en milieu liquide
» Le calcul du nombre le plus probable utilise des dilutions de
I'échantillon et pour l'interprétation fait appel a des calculs de

probabilité

* La préecision de cette méthode est nettement inférieure a la precédente
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O b wWNPE

. entonnoir sterile (250 ml)

: membrane (0,45gm de porosite)
. support en acier

. levier (pour casser le vide)

. vanne a vide

c) Méthode de filtration sur membrane

» Méthode classique de dénombrement

* Elle consiste a filtrer un volume déterminé d’'une suspension sur
une membrane filtrante de cellulose qui est ensuite déposée sur un

Milieu de culture solide.

Appareil de filtration



Membrane de Appareil de filtration H

filtration
/ -t
P =
- ~—‘
X ';';,:;i;-; v

Dépbt de la membrane

filtrante sur le support " . -
Stérilisation de la surface de en acier de |'apparei| de Positionnement de |'entonnoir

I'appareil de filtration i sur 'appareil de filtration

L'échantillon est versé dans Récupération de Dép6t de la membrane sur un milieu
I'entonnoir La membrane solide
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B. Mesure de la biomasse des bactéries

a) Mesure du trouble (ou absorbance)

» Cette méthode consiste a suivre I’évolution de la population bactérienne en
mesurant I’absorbance du milieu de culture grace a un spectrophotometre.

« C’est laméthode la plus utilisée pour évaluer la masse microbienne

Principe

C’est une méthode optique fondée sur la propriété que présente toute
suspension de diffracter une partie de I’intensité d’un faisceau de lumiere
Qui latraverse en ligne droite.

Cellule
photoélectrique

S
source Prisme  Diaphragme

Amplificateur



* Il existe une relation exponentielle entre la quantité de substance
absorbant la lumiere et la quantité de lumiere absorbée.

« La quantité de substance absorbante dépend de I’épaisseur de la
solution traversée et de la concentration .

* Laloi de Beer-Lambert exprime cette relation a travers
la formule suivante:

|, = intensité de la lumiere incidente ;
| = | 10KIc = I,um_iére transmise,; |
— lp- | = epaisseur traversée (soit souvent 1 cm) ;
K = une constante caractéristique de
la substance
c =la concentration en substance.

On appelle absorbance ou densité optique (DO)

Il suffit de mesurer la DO pour en
DO = Iog(l/ Io) =K’.c =» déduire la concentration ¢ connaissant

K,



b) Mesure du poids sec

* Les bacteries d’une suspension sont recoltées par centrifugation ou par
filtration sur membrane.
« Apres le culot ou le filtre est desséché a 100-110°C jusqu’a poids

Constant et on fait une pesée

* Le poids est genéralement exprimé en grammes de matiere seche par litre



3) Croissance et expression mathématique de la croissance.

* A partir d'une unique cellule, on obtient deux cellules filles qui vont
chacune donner a leur tour deux autres cellules et ainsi de suite, selon
une progression géometrique :

1 cellule ---> 2 cellules ---> 4 cellules ---> 8 cellules ---> 16 cellules ---> ...
* La croissance d’une bactérie placee dans des conditions favorables
est définie par deux parametres :

@ Le taux de croissance (1) = nombre de divisions par unité de

temps . u=n/t =1/G

@ Le temps de génération (G) = temps qui sépare deux

divisions successives — G =1t/n



* Expression mathématique de la croissance

- Une population bactérienne qui contient un nombre initial de Bactéries X,

- Apres une génération —— X;=2X,
-Apres deux générations —> X, =2 X; =2x2 X, = 22X,

- Aprés trois générations — Xa= 2 Xy = 2X2X2 X, = 23X,

Nn = nombre de

. — 2n .
- Aprés n générations — Xn =2 Xo eI s

- Laforme logarithmique de cette équation est :

log, X,=1og,n +log, X,



log, X,,=1og,n +1log, X,

-Le taux de croissance : U = n/t
-Donc : n = ut

- 'équation devient :

log, X, =10g, pt + 109, X,

Ainsi : u=(log, X, - log, Xo) / (t , —to)

« C’est I’expression mathématique du taux de croissance
 Cette équation permet de déterminer g expérimentalement



* Courbe de croissance en milieu non renouvelé

Logarithme de 4
la masse
bactérienne

Temps

Taux de
croissance

. phase de latence
. phase d’accélération Temps
. phase exponentielle, \
. phase de ralentissement,
. phase stationnaire,
. phase de déclin.




* Phases de |la croissance

Phase de latence :

*|le taux de croissance nul (u = 0).

* Sa duréee dépend de I'age des bactéries, du taux
d’inoculum et de la composition du milieu.

* C'est le temps nécessaire a la bactérie pour
synthétiser les enzymes adaptées au nouveau
substrat (pas de phase de latence si repiquage sur

milieu identique au precédent).



Phase d'accélération : il se produit une augmentation de la vitesse de
croissance.

Phase exponentielle :
* |e taux de croissance atteint un maximum (p=max). Il est
influencé par certains facteurs appelés parametres d’action de la
croissance (pH, température, la nature et la concentration des
nutriments)
* Cette phase dure tant que la vitesse de croissance est constante.
* Le temps de doublement des bacteéries est le plus court.
* La masse cellulaire est représentée par des cellules viables

(mortalité nulle).



Phase de ralentissement :
* |la vitesse de croissance régresse.
*Il'y aun épuisement du milieu de culture et une
accumulation des déchets.

* |l existe un début d'autolyse des bactéries.

Phase stationnaire :
* e taux de croissance devient nul (u=0).
* Les bactéries qui se multiplient compensent celles

gui meurent.



Phase de déclin :
*|le taux de croissance est negatif (u < 0).
* Toutes les ressources nutritives sont épuiseées.
* Il y aaccumulation de métabolites toxiques.
* 1l se produit une diminution d'organismes viables et une
lyse cellulaire sous I'action des enzymes protéolytiques

endogenes.



Chapitre V : Les Grands groupes de bacteries



1. Les Spirochetes

Le spirochete
Treponema pallidum

Caracteéristiques générales :

- Gram -

- Chimiohétérotrophe

- Anaérobie, souvent stricte
-Forme cellulaire et Type de mobilité particulier

- fins, flexibles et doté de filament axial ou endoflagelles leurs
conférant cette mobilité typique et cette forme en spiralle .

- La plupart des Spirochetes vivent seul (dans les sédiments...) ou
associés a des animaux.

genre Spirochaeta : vit en eaux douces et marines
- lls regroupes 4 genres : | genre Treponema : parasite I’'homme et les animaux

genre Borrelia : pathogéene pour ’'Homme et les animaux

genre Leptospira : pathogene pour 'homme




2. Les Actinomycetes

* Bactéries dont la croissance donne lieu a des colonies constituées
d’hyphes (filaments).

* en genéral, les Actinomycetes sont des hétérotrophes, mais plusieurs
especes sont chimio-autotrophes.

e Tous Gram positifs

» Colonies a aspect compact, sec, lisse rugueux, poudreux et en choux
fleur

« Largement répartis dans la nature (air, eau, aliments, sol)
* role important dans les grands cycles biologiques
» producteurs d’antibiotiques et d’enzymes protéolytiques

* L’ordre des actinomycétales comprend plusieurs genres :
Mycobacterium, Actinomyces, Nocardia, Streptomyces, micromonospora...



Colonies
d’actinomycetes
Colonie de streptomyces du sol

Nocardia asteroides

Actinomadura madurae - Micromonospora

* Les actinomycetes sont
souvent pigmenteés



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/37/Actinomycetes_sp_01.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/37/Actinomycetes_sp_01.png

Chapitre VI : La virologie



1) Définition d’un virus

*Un virus = Parasite intracellulaire obligatoire ne pouvant se multiplier qu'a
I'intérieur d'une cellule héte et utilisant sa machinerie cellulaire.

* || contient :

- Une information génétique sous forme d'ADN ou d'ARN
- Une structure de protection souvent protéiqgue, compacte, pour
protéger son Acide Nucléique : La Capside

* les virus sont classés en 2 catégories :

- les virus possédant une capside a symétrie icosaedrique (ou encore
hexagonale)

- les virus possédant une capside a symétrie hélicoidale (comme le
virus de la mosaique du tabac).

* Le virus prend le pouvoir dans la cellule infectée: tous les systemes de
la cellule sont canalisés pour fabriquer du virus.



2) Historigue (voir planches)

3) Eléments de protection des virus :

* CAPSIDE: - protége le génome du virus.

- formee de brique identiques,les protéines de capside.

- Il existe 2 grands types de structure de capside:
@ les virus a structure hélicoidale

@ les virus a structure icosaédrique (cubique).

—NI\N/'""] oA DDIT






LG UFGHmI

Phase

Phase de
deceleration

d’accéléeration

o,

Croissance

umax

Phase de

plateau x_ .

X

o+

Decroissance




‘1 et G varient en fonction du type de micro-organisme

Micro-organisme G i (h- 1
Levure 1h 1
Esherischia Coli 20min 3
Lactobacillus 100min 0,6




Clostridium
botulinum Clostridium
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Expérience d'Avery, Mac Leod et Mac Carthy

De 1928 a 1944 une technique de transformation du pneumocoque in vitro a été mise au
point, ce qui permet de se passer du passage dans la souris, et simplifie I'expérience. On
cultive des cellules R en présence de S tuées et on récupere des S vivantes. On refait la
méme expeérience mais en utilisant un extrait acellulaire de cellules S : les cellules R ont
éte transformées. L'agent transformant est donc un agent chimique provenant de I'extrait
acellulaire de S. L'intégrité physique de la cellule n'est pas indispensable pour la
transformation. L'extrait acellulaire peut étre fractionné, ce qui permet de démontrer que
I'agent transformant est de nature macromoléculaire, qu'il n'est constitué ni de poly
saccharides ni de protéines ni d'acide ribonucléigue (ARN). Par contre la fraction
contenant I'acide désoxyribonucléique (ADN) est capable de réaliser la transformation. Afin
d'éliminer la possibilité que cette fraction ait été contaminée par des impuretés, on prépare
un extrait acellulaire que I'on répartit en trois fractions, la premiere est soumise a I'action
des protéases qui dégradent les protéines, la seconde est soumise a l'action de I'ARNase
qui dégrade I'ARN Figure 1-2. Expérience d'Avery, Mac Leod et Mac Carthy et la troisieme
est traitée par 'ADNase qui dégrade I'ADN. Alors que les deux premiéres fractions sont
.encore capables de transformer, la troisieme est dépourvue de tout pouvoir transformant
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vibrio cholerae
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Culture de Clostridium perfringens



Geélose MacConkey
composition

Peptones

Lactose ( sucre) :
élément différentiel

Sels biliaires et cristal
violet : éléments
sélectifs

NaCl

Agar

Rouge neutre:
Indicateur de pH

Utilité: isolement et
distinction des bactéries
Gram (-)




http://fr.wikipedia.org/wiki/Portail:Microbiologie

http://membres.lycos.fr/neb5000/

http://anne.decoster.free.fr/bindex.html

http://www.gch.ulaval.ca/agarnier/bocm20329/hur_c01.htm

http://www.microbe-edu.org/etudiant/intro.html

http://crdp.ac-amiens.fr/enviro/sols/sol_maj detailp2_1.htm

http://fr.wikipedia.org/wiki/Microbiologie

http://www.bacterio.cict.fr/bacdico/systematique/nomenclature.html

http://www.bacteriologie.net/generale/sommaire.html

http://www.chups.jussieu.fr/polys/bacterio/bacterio/POLY.Chp.1.2.5.html



http://images.google.co.ma/imgres?imgurl=http://web.indstate.e
du/thcme/micro/Gl/Glpathogens/Slide25.JPG&imgrefurl=http://w
eb.indstate.edu/thcme/micro/Gl/Glpathogens/sld025.htm&h=54
0&w=720&sz=62&hl=fr&start=12&tbnid=WkCB3yp6tdpHPM:&tb
Nnh=105&tbnw=140&prev=/images%3Fg%3DVibrio%2Bcholerae
%26gbv%3D2%26svnum%3D10%26h|%3Dfr%26sa%3DG

web.indstate.edul.../Gl/Glpathogens/sld025.htm .

e DIRNEARO

o,l,-'

! rr

Al = d ~ -
thW| I.COM III 1] |a BHIG SRR 17 cf Ct(i‘-l' qme/s”

ualiyil TATI I

'A'A>I Y

jt cung hé

btow'fbmm/@mgq&@@gh@ﬂéwo%amgmwﬁ@mcm@ ﬂﬁw coi cung heé



http://web.indstate.edu/thcme/micro/GI/GIpathogens/sld025.htm
http://www.bacterio.cict.fr/bacdico/bacteriogene/structure.html#morphologie
http://www.chups.jussieu.fr/polys/bacterio/bacterio/POLY.Chp.1.2.html

btown.com/nhatquanglan/index.html E TnaggWwAtedanagaa@ong he






