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Chapitre I:
Monde Microbien - Historigue

1. Deébat sur la génération spontanée, découverte du rble des
microorganismes dans les maladies, découverte des effets des
microorganismes sur la matiere organique et inorganique.

2. Les différents types de microorganismes.

3. Le domaine et le réle de la microbiologie.



1. La microbiologie et I’évolution des microorganismes

/

micro-organismes:

en groupe. 1Is sont de petite taille.

Y - aad

Lt us N
s, ) b :
\V(V ' e —. o Q Y ) b
o ALY s
.v' -, \J
", ‘I\;R‘bn_"’r | —
Virus Bactéries
(Virologie) (Bactériologie)

* La microbiologie est la science qui étudie les

* Les micro-organismes constituent un groupe tres

diversific, ils existent a 1'état de cellule isolée ou

Algues unicellulaires
(Algologie)

Définition de la microbiologie

Champignons
(Mycologie)

Protozoaires

(Protozoologie)
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® Cette étude impliqgue des techniques spécifiques comme par exemple
la microscopie et la mise en culture

® Occupe une place centrale en biologie :

Biochimie Génétique

! !

Ecologie <> Microbiologie <«» Immunologie

!

Evolution et origines de la vie



Historique du monde microbien

*Antony van Leeuwenhoek (17éme siécle) : état le
premicr gqui a observé et descnt les microorgamsmes
SOUS MICTOSCOpE

* Grossissement (x50 a 300) en 1650 ("animalcules”™).
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Suite a ces observations se posa la Question suivante :

D'ou proviennent ces microorganismes ?

Apparition de 2 théories contradictoires

-
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Génération spontanée = Idée selon laquelle la vie peut émerger du

non-vivant ou de la décomposition de tissus animaux et végetaux

Biogenese = Toul organisme vivant provient d un organisme vivant

préexistant

Au début du 199=me gjecle

Plusieurs chercheurs, en se basant sur des expeéeriences,

apportent des preuves en faveur de la biogenese

=




|- Expeérience de Redi sur la viande en décomposition

ol @ @

wlandae & wiande projeges wande protégée
I"mir Bilra T un papier par une gaza

\

wimnide ron
corka i nes
mais oyl
présents sur
I3 gare

wande corzmires wiarnde roe
par las asticots cortamirda

Conclusion :

I'apparition des asticots n’est pas due i la viande en décomposition

,_\_ mais i la présence de mouches (Expérience en faveur de la biogénése) _jl
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2. Expérience de Spallanzani en 1768.

N e T S i
o | F » h
et batid lask left open Growt
= r@ s
Gae? § T 5 - 0pen S
! ) J | i L flask L
(i) ¢ \Wait ~ \ / ,
\ \ / '\- .—__/" ‘\\_ s u\%’\__;,ﬁ-';}/l
m Flask No Growth
Broth heated sealed growth

Conclusion : les microorganismes proviennent de l'air et ils sont tués

par une ébullition.
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- flacons a bec de cygne de Pasteur : préparés “
par chauffage du goulot des flacons contenant ¢ j %___: : ;57 >
une solution nutritive ROBES DANS LE COL

Flacon a bec intact ouvert aprés ébullition : pas de croissance
Flacon a bec cassé et ouvert aprés ébullition : croissance
- Inclinaison de la solution nutritive aprés ébullition dans la partie creuse du bec
Croissance
Conclusion :
- existence de microorganismes dans |'air
- Possiblite de maintenir des solutions nutritives steriles
(ébullition + éviter contact avec I'air)
\_ - expérience en faveur de la biogéneése )
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- Filtration de I'alr a travers un cofon ¢t observation du confenu du cotton apres ebullition |

I)présence de nombreuses particules ressemblant & des spores de végétaux piégées par le
coton ({leche numéro 1)

2)En prenant ce cofon et en le déposant sur un milien nuiritif il constate un développement

Ef micro-organismes (fléche numero I) : _/,l
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Conclusion : les microorganismes qui se trouvent dans I'air peuvent

etre présents sous une forme qui résiste a la chaleur, ce sont les spores

Remarque

En effet, en 1893, a démontré qu'il existait des formes
d'endospores bactériennes résistantes 4 la chaleur : Bacillus subtilis (bactérie du
foin). Il constata aussi qu'un milieu contenant des bactéries sporogénes peut étre
efficacement stérilisé par encore utilisée de nos jours.

Conclusion générale :

Apres les travaux de Pasteur,
la biogenese devient la théorie acceptée

12



Autres découvertes de pasteur

Louis Pastewur (1822-1895) : biologiste et chimiste francais, a decouvert
aussi :

* le role des germes dans la propagation des molodics infectieuses,
* la pasteurisation,

* des vaccins contre plusieurs maladies (exemple le vacein contre la rape)

* la fermentation.

13



a) Relation microorganismes - fermentation

Toutes les civilisations anciennes ont utilisé des produits de fermentations
(aliments oun boissons) :

- Grecqgues : Vins provenant de fermentation de [ruits
- Chinois : biére chinoise i base de riz

- Chine et Japon : sauces de soja & base de léves fermentées

Il a fallu attendre les etudes de Pasteur sur le role des microorganismes dans
la fabrication du vin pour comprendre que la fermentation etait causee par des
Microorganismes.

- Cest en 1850 gue pasteur s"intéressa a la fabrication du vin,
- il montra gue les échantillons de vins contenaient différents types de microbes,
- certains microbes dominaient dans les bons échantillons

Il proposa alors de chauaffer les jus de fruits 2 62,8°C (Pasteurisation) pour
eliminer les souches indesirables, puis de commencer la fermentation par

une culture provenant du bon vin iz

14



Expériences de Pasteur sur la fermentation

Observation: ‘

remntlng analysis
grepe julce :ﬁm juice containg
yoasts and bacterln
Hypothosic Exporimont
1: Flasks of grape Day 2
ou?huud suffi % o
Ml microtses l
1. Spontantous

formentation ocos

2. Alr formonts
Qrape juie

W =

i sealed

-

Flask remal :
‘]" e, @
‘ via urved neck

Crp g G 2 Pesrn Eharwtan e pnddinrg o8 Pespamin Cassemings

Observation

No fermentation,
Ul temaens
free of microbes

Ko farmentation:
uece remasns
freo of microbes

Regoct
hypothess |

Rejoct
ypothess 2
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Feementing AP OV ORI ARy My

QAP puicn ROWS pulce containg
yeasts and bacteris
Hypothesis Eaparimenmt
Day L Thasks of grape pice Oay 2
are heated thy to kill
all microbes l
' Rl
3. Bacreria ferment
Qrape juice ’ Joice in Tk -
Into alcohol mandm.:h
Lactena and voaled
..
A Yoasts fermaent .
Qrape W inneans W
Into inoculated with

yoast and sealed

LA G AR P aasaees € B et See padibatung ae e ramn | b voaps

Bacreria reproduce:
ackdy are produced

Yeurts repeoduce;
stcohold s produced

Contlusion

L x
bactecia forment
YrApe JUMe IO Ml

Accept hypothesis 4
mﬂs {eoment grapw
o slcohol

Conclusion : Les microorganismes responsables de la fermentation sont soit
les bactéries (production d’acides) soit Ies levures (production d’alcool)
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Différents types de Fermentations étudies par Pasteur

- Fermentation lactique (1857)

- Fermentation alcoolique (1858)

- Fermentation butyrigue — anaerobiose (1861)
- Etudes sur le vinaigre (1861-64)

- Etudes sur le vin (1866)

- Etudes sur la biere (1876)

=
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b) Relation microorganismes - Maladies

La théorie germinale des maladies étail présente avant gque Pasteur ne montre
que les microorganismes etaient la cause des maladies.

- en 1546, Fracastoro de Vérone suggérait que les maladies pouvaient étre
provoguaient par des étres vivants.

-en 1762, Von Plenciz de Vienne prétendait que différents microorganismé
provoquaient des maladies différentes

- en 1843, Olivier Wendell Holmes suggérait que la fiévre puerpérale,

infection des femmes aprés accouchement, était contagieuse et causée par
des microorganismes transportés d une femme i 'autre par des sages
femmes ou des medecins

18
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- en 1870, Robert Koch (puis Pasteur en 1877) a isole des bactéries en forme
de batonnets a bouts carres a partir du sang de moutons atteints de la maladie
du charbon Plus tard Koch decouvrit les bactéries responsables de ia
tuberculose ¢t du Choléra

Bacille du charbon Bacille de Koch Vibrio cholerae

Bacillus anthracis Mucobacterium tuberculosis

19



¢) Prévention et traitement des maladies

Les méthodes de prévention et de trelement aiilisées pour centriler
Les maladies mbcrobicanes sent :

¢ 'mmunigation 0g vaccinstion
< I' antisepsie
& b chiminthlinad

¢ les mesures de santé public {(purificabion des egux,
tratement des eaux usées, conservation des alments)

20



L.’ iImmunisation ou vaccination

cultures fraiches culftures visdllias
viralentes d= de bectéras
bactdies SHpAARCE g

-

plusisurss samanss

KT irnjeachomn

poules @
1™ suswie
L

s st o l 7 & 0 jours

g @

ll-&-‘-"‘].l.ll.lﬁ l'.l-';l?,'unﬁ
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ampdriancae 3
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En été 1879, Pasteur et ses collaborateurs, Roux et Duclaux, decouvrent
gque les cultures vieillies du microbe du choléra injectées aux poules ne
déclenchent pas la maladie. De plus, cela permet a ces poules de résister a

de nouvelles infections .

Conclusions

- les bactéries atténuées pouvaient stimuler I'hiote 4 produire des

anticorps = substances qui protégent contre 'infection contractée a la suite
Dun contact avec I'organisme virulent : ¢’est une immunisation

= Les cultures atténuces = vaceins

- Vaccination = immunisation obtenue grice aux cultures atténuées

: Pasteur appligua ce principe d’immunisation a d autres maladies

comme le charbon et la rage

~

22



4 L’antisepsie N

* Sepsie = infection

* Antisepsie = mesures prises pour combattre I'infection

- Technique utilisée par Semmelweis en premier puis par Josef Lister qui

fut le premier a avoir utilise le phénol comme désinfectant en 1864.

La chimiotherapie

Utilisation de produits chimiques pour soigner les maladies

- Mercure = 1* produit utilisé (1495)

- Paul Ehrlich est le fondateur de la chimiothérapie, il a trouver des

Produits chimiques capables de tuer les microbes sans nuire au malade

\ py,
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- Parmi les premiers produits utilisés en therapeutique, les sulfamides
découverts par le scientifique allemand Gerhard Domagk.

- A la méme époque apparue aussi la Pénicilline découverte par le

Bactériologiste ecossais Alexandre Fleming.

24
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Chapitre 11 ;
Structure de la cellule procaryote

1. -Comparaison cellule eucaryote-cellule procaryote
2. - Structure générale et organisation de la cellule procaryote
3

. - Paroi
4. - Flagelle
5. - Pili(fcommun et sexuel)
6. - Capsule
7. - Endospore



Organisation des cellules eucaryotes et procaryotes

Frocarvaie

Encaryvote

Taille hipm (mycoplasmesi10 pm - | [ | Vosee bors cularoiem)= 5 pm (leyure) = 108 gm
vuir e e chis Cortaisey bac Wik {vaire de Mordre du métre si on pense aux nesrones)
peantcs | Epuiapiiwm fisbelwnid - 10 &
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Thiomanganis namitionsés os 0.1 4 1
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diférenciation redimeniaire en tissies ¢ orgames cher les sucaryides supérienrs
Novau aver membrane Absent Frisemt
{naiidl Dt Fade sl
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Alembranes intermes Trés rare Priésentes
el et mis B cbirbe
plut sy nihétiques, Tob and thanoreph.
i hieTerics BiTiiloaies. ..
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Druchjiive ik arvolod « primibly = tels que Gdardie lambadie o ann
jrizk B il Smind vy ow de roiee i i cisSegrl asimiguc.
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Tableau comparatif (suite) :

Procaryotes

Eucaryotes

Apparel Présent chez les phototrophes Présent chez bes algoes et les
phitosyathitigue plantes au sein dorganites
spicialisés @ les chloroplastes

Vacuole 4 gaz Parfois prisente Absenic

Enduspore Parfols présente Absente

Flagelbes, cils Prisent (selon espiees)— Prizent {selon espéces) — Flagelles

Flagelles constitudés de et cils faits de tubualine, entourés
Magelline ¢f non entouré d une d"une membrane
me mbrane (le plus sooyent)
Paral Peptidoglyveane présent chex la | Parol de cellulose chez kes plantes,
plupart des bactéries — Parol | de chitlne chez les champlgnons
absente cher quelques
procarvobes | mycoplasmes.
thermoplasmales) - Farod
différenie préseni chez
certalnes archies—
Stérols dans  les Trés rare (exception : Friguente
membranes mycoplasme.
meéthanotrophe. .. )

Lipldes Hés par des Prisent chez les bactéries Présent
liaisons ester (mals pas les archées)
Lipldes lié¢s par des| Présent chez les archées {mals Absent
liatsons éthers pas les bactéries)




a) Déefinition d'une bactérie :

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

morphologie différente qui présente des caractéristiques propres
(Procaryote).

cellule bactérienne
Cagduls ADM chromossmigue

/ Criess de rhasswe

.
ety

Schéma de la structure
bactérienne

N . » L 4 i T [ ‘.
f ¥ itats \
/ War e -
\ Nermbesor cytoplammiyie RONT h g
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b) Dimensions

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

- Les dimensions des bactéries sont variables

- Diamétre habituel=0.53 1 um

- Longueur =2 a2 5 ym

- Certaines bacteries sont trés longues :

(longueur = 100 pm, diametre =1 a 2 ym)

Les plus petites bactéries = mycoplasmes (0,1 2 0,3 pm)




c- Forme des bactéries

* La forme des bactéries est un critére permettant de les classer.

* Les bactéries présentent des formes variables :

- Forme sphérique ou ovoides = Coques ou Cocci

g %b >
%,
4

‘ -




- Forme allongée droite ou cylindrique = Bacilles

E. coli

Bacille de Koch

- Forme spiralée = Spirilles (rigides ou relachées)

Spiroplasma melliferum




(

- Forme incurvée (en virgule) = Vibrions

Vibrio cholerae
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d- Groupement

- Certaines espéces bactériennes présentent des modes de groupement

Cellulaires caracteristiques de l'espece.

* Pour les cocci, on trouve :

- Streptocogques, cocci en chainettes ,(a) division

selon un méme plan: ==
,-"(If 151] -
; [T Y — b

diplocogues, cocci regroupeés deux a deux (b) o L, ®
- gn Tétrades ( c ) division selon deux plans .-f'h a8 o H u
réguliérement

\ Y

- Sarcines (d) division selon trois plans regulierement L i ..‘ i ‘

- Staphyloecoques, cocci en amas. (e) division selon
plusieurs plans, irmeguliérement

2
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* Pour les Bacilles, on trouve :

- en chaine : ex, Lactobacillus

en Y : ex, Bifidobacterium

&

"
"X

'.'

-

\. A

- . A Y

- “l

-

A
.
-

\
NSV f

-
.
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Remarque :

Ces groupements peuvent varier selon les circonstances

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

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

12



Formes sphériques : coques

*Formeronde : @ EX : Stapaylocoocus

*Forme ovale (ovoide) . @ Ex : Sreptococcus

* Mado d groupement :
» ifO“ . ..

r par desx{diplocoques} 0@

» En flamme de bougic @@ X : Sreniooocous peewnonioe
» Engrmndecafigp O ox : Moswng

Par quatre ; tétrade z: ex : Micrococcus

‘C

‘I

En amas )
L3
¥ Enchamtls og®ege®

Formes allongées

% Formes drostes -
ol g L%t m—
ois G0
Bewtironds @D bouts carés Il
Coccobaccile @ Fusiforme <@

* Formes particuliéres
» l-'omxiuun'éc/— ) ex: Vidno

e s Sy T
* Modes de groupement ;

»owles omm --

F diplobacille D

- Y

En chainctte S—I——

S ;..

‘P

‘f
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g- Ultrastructure de la cellule bacterienne

L'examen de la cellule bactérienne a l'aide des techniques
microscopiques modernes revele I'existence de deux types de
Structures.

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

= Structures a l'intérieur de la paroi (membrane cytoplasmique,

mesosome, cytoplasme et structures intracytoplasmiques...)

14
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Les bacteries sont formées par des elements

Elémdnts
abl i;g:'nl-:ri Fies

Eléments
facultan fs

L

- obligatoires (présents chez toutes les bacteries)
- facultatifs (présents uniquement chez quelques especes)

Rlagabimus
Faa Faksesmar 8 Dhresmeddme s | Oyiosdakm e T AT T E
ik &

é 1
L e -
o -
o Ll -
L ]
-
. -
1]
| N i— -
{ |
- L 4 v v v v v
Clonilke 5 Bawlh e Fiag=lis Flasinds g “rapwile
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a @ Eléments obligatoires

celhule bactérienne
* La paroi se trouve au dessus de la

membrane cytoplasmique et au dessous de
Capsule.

*La Paroi bactérienne :

* enveloppe rigide caractéristique de la
cellule procaryote « exosquelette »

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

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

%

16
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a) Roles de la paroi bactéerienne

*Reésistance
- Confere a la bacterie sa forme (si on enléve la paroi, on obtient des

cellules sphériques = protoplastes).

- Confere a la cellule sa rigidité et sa résistance aux pressions
(pression osmotique interne des bactéries 5 a 20 atm)

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

- Est constitué d 'un compose specifiquement bacterien, le peptidoglycane (ou

muréine), un polymeére d'un dissacharide formé de N-acétyl-glucosamine et

d'acide M-acétyl-muramique (il donne a la cellule sa rigidite)

17



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

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

- Effectue le rejet des composeés nocifs dans le milieu extérieur : pompes
d'efflux

-8 modifie pour permettre la croissance et la division cellulaire

- Est colorable par la methode de Gram (1884).

18



Cette coloration permet de diviser les bactéries en deux grands groupes

Staphylococcus auraus

bactérie 3 Gram negatif

=
f

Escherichia coli

N

19
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* C'est la coloration de base en bactériologie .

* Cette coloration permet de difféerencier les bactéries selon deux

critéres :

- leur forme ,

- leur affinité pour les colorants .

= o § 7 = P N
oit d'abord preparei

|:_..'I | L ¥

Four re
it Sl

ce gu'on appelle un frottis fixa

Voir TP
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Principe de la coloration de Gram

- les bactéries sont impregnées par une premiére solution colorante, le viclet
Cristal.

- puis elles sont fixees par un mordant, la solution de Lugol (solution diode dans
I'iodure de potassium)

On fait ensuite agir un decolorant (alcool le plus souvent)

Suivant la composition de leur paroi :

- certaines bactéries résistent a cette décoloration et apparaissent colorées en
violet elles sont dites Gram positif .

- d'autres bactéries ne resistent pas et ne sont plus visibles. On doit donc utiliser
un deuxieme colorant de teinte contrastante (fuchsine, ou safranine, colorants

rouges). Ces bactéries apparaissent alors colorées en rose, elles sont dites Gram
nagatif.

. J

21
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La distinction entre bactéries a gram positif et bactéries a gram négatif repose

Sur une difféerence de composition chimique parietale.

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 %

22



¢/~ Les différents composants de la paroi bactérienne ™

*Osamines

- La N-acétylglucosamine

- L'acide N-acétylmuramique

* Présents chez toutes les bactéries

* Entrent dans la composition du peptidoglycang

- La glycosamine : présente chez quelques espece seulement en faible proportion

CH,OH

OH

HO

NH,COCH,
\_M-acétyiglucasaming (NAG)

CH,OH

HO

‘00CCHCH, WL OCH,

Acide N-ac ﬁh,tlmj_l.ﬁimiq.ue_{ﬂ.é.hﬁj_/)
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* Oses simples

- Nombreux : glucose, galactose, mannose, fructose .....etc

- Leur nature et leur types d'associations conferent aux antigenes de

Paroi leur specificite

* Lipides

- Présents en faible quantité (presque totalement absents chez les Gram +)

- entrent dans la composition des lipopolysaccharides des Gram -




c) Structure moléculaire de la paroi bactérienne

- Il existe une nette différence de structure entre les parois des Gram + et

des Gram -

Paros

Gram positifs Gram negatits

. (Capswie, giycocalyx, sthne, cowehe 5...)

. Adombrane externe
Feptidoglycame

. Meombrame cytoplasmique

- Paroi épaisse (15 a4 80 nm) - Paroi mince (6 & 15 nm)
- aspect homogéne - aspect hétérogéne

\

/
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Les deux paroi sont différentes mais comportent un polymeére commun,
partie la plus interme :

PEPTIDOGLYCANE = MUREINE = MUCOPEPTIDE = MUCOCOMPLEXE

»;
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* Le peptidoglycane

Comme son nom l'indique, le petidoglycane est constitue :

* d'une partie glucidique : il s'agit d'une alternance de N-Acetyl-
Glucosamine (NAG) et de N-Acétyl-Muramigue (NAM) reliés par des liaisons
Glycosidique B 1-4.

* d'une partie peptidigue : 4 acides amineés qui sont reliés par une
liaison amidique au niveau de la fonction acide carboxylique du residu

pyruvate du NAM.

Le peptidoglycane est formeé par de longues chaines répetitives montrant une

alternance NAG-NAM

i
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Structure du peptidoglycane (polymére en réseau donne sa rigidité a la cellule

I / "
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Biosynincse du pephidoglyveanc

Cytoplasme Membrane plasmigue Paroi
Hadere diphasphate(UDI) + ANAM
' @ NAG- ANAM NAG ANAM
v Udd | |
UDIANAM , LAl L-Aln
- J | {
L NAGANAMURP e : - Dl o s
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i - | ] |
L-Al | v
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DOl | -
,, IT~M- @ 1 Iranspeptidation
E-Lys | IxD-Als
| DALA - Sraa NAG ANAM. ¥
L | |
’
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UDP-ANAM v ANAM-UdP D-Cla NAGANAM
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! Mp P l
D-Ala D-Ala |

Acion decartans antibiobgacy

1- Foxfonyane - blogie s Brmation Jel'UDRANAM
2« Oyelowtnng | blogue Ta Srmation do dpeptale Fidanios
J-Bacitrsans © dic snpéchs le reapcdage du bactoprane!

I Vancomy <sine © <lle empidie 1a im son de s ooov eam eldments ssmthitisds wes lepeptidglocms dh sxistnt (blogue tnnsgh <o sulation)

. Oactmanes d ¢ & ries ' ellex o Io traens

29



Remarque

* Le peptidoglycane est la cible de nombreux antibiotiques (b-lactamines

comme la pénicilline). == inhibition de la synthese de la paroi

" Le lysosyme est une enzyme (présente dans les larmes, la salive...)

capable d'hydrolyser les liaisons osidiques du peptidoglycane

Protoplastes (bactéries Gram +) «fessDestruction de la paroi

Spheéroplastes (bactéries Gram -)

J

30



* Spheroplaste = protoplasme isole des cellules bactériennes Gram.-

+Lysosyme
(degrede lo parces)

+Saccharose
GFEI’I’] = I}mrl:il:-..ﬂ'lturhl,']:lmq]!lllm
r . D&yl avcrahie )
{posside noe panos AR
= ine membmne Suliens | + EDTA

apheroplasie
{pr-.'llr.p'l:.-;h: + pesils bonls de poereis)

= [Reul suryivee el ressslibier s paris
= REVERSIOMN

[ Protoplaste = Cellule bactérienne libérée de sa paroi mucopolysaccharidique
+Lysosyme
{digrade: te parms)

+Saccharose

(e g
ot
I

Oeamt ["Tl:ll:-u;rla.sti:
{posséde une parais) {survic Temstc on prischice
ik saccharcss)

=
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Conclusion des deux expeériences

La paroi joue un role :

- dans la forme de la cellule
- dans la résistance a la pression interne de la cellule (milieu

Hypertonique empéche la lyse des cellules)
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Comparaison de la parol des bactéries 3 Gram positif et des bactéries a Gram négatif

Bacténes a Gram positif

Bacléries a Gram nagatif

= .--.
i~ r = - L]
Présence d'une Jon Oy
rHamibrane exieqne
™ » - e ] - - .
Hresence dun espacs S0 O
pEnpHasmigqua
\eides téchoigues Prisants Absants
Fi
1
I
| = L
I I. 1
k L=
i e 2 = e L r £ L
B '-."':. Sdl .:I el LS =S FHESENs
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Autres roles de la paroi

- La paroi possede des propriétés antigeniques

* Bacteries a Gram +

- Acides teichoiques = principaux Ag chez
Les staphylocoques

- Chez le genre Streploccocus
T,

7y

AgC
(polyosidiques) AgM, T, etR
[ (proteiniques)

A la base de la clasification
antigénigque de Lansfield
(groupes sérologiques AB,C.D.E..)

\

* Bacteries a Gram -

- Polysaccharide O du LPS = Ag

La classification des Salmonella par
Kauffmann et White en groupes
serologiques repose sur la diversiteé des
facteurs O el H (antigénes flagellaires)

J
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Autres roles de la paroi

- Fixation des bactériophages

Cicke de repeodncins

d us bucicnophage

- Certains constituants de la paroi sont des
sites privilégiés de fixation des

bactériophages (ex : acides teichoiques de
bactéries Gram positif)

- La fixation du virus sur la parol constitue la

premiére phase de l'infection virale. Eove cetbdbivat '
fo il s o
- Celle-ci peut étre suivie par la lyse de la ' ' ' batifigtae FADN vl L
celiule.
- l Asscoblaze Destruction de FADN l
- Cette propriété peut étre utilisée pour /’vm')@ . Yactirien j‘?
différencier certaines espéces bactériennes ' 7~ -
o k V) symbisetes et ( ‘ § 9\ “
- |a carte d'identité obtenue est appelée de | copeade ‘ § ‘ § \
lysotype . \ greER '\ ) 3%
vi .' 8 | / Réglicason de TADN
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Chapitre 11 ;
Structure de la cellule procaryote

. -Comparaison cellule eucaryote-cellule procaryote

. - Structure générale et organisation de la cellule procaryote
. - Paroi

. -Membrane cytoplasmique

. - Flagelle

. - Pililcommun et sexuel)

. - Capsule

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

mineurs, glucose,
glucosamine)

Absence de cholestérol =
différence avec la cellule
eucaryote

L

* La membrane cytoplasmique

* Membrane ayant un aspect trilamellaire
« Située sous la paroi, interface entre cytoplasme et structures externes

Stnicture de Ja membrane cytoplasmuque

S
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@ Lipides = phospholipides

Phospholipide
ydroph"e ?‘*{N.CC’Q,
phosphocholine CH,
S
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@ Proteines A

- Proteines intrinséques ou internes, traversent le double feuillet membranaire
- Proteines extrinséques ou périphériques, apparaissent sur I'une des deux
faces du double feuillet, certaines sont constitutives, d'autres ont un réle

de transport.

Stnucture <o lan mombrane cvioplasmiigue

Frotans inimanasngus
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« Fonctions de la membrane cytoplasmique

— Respiration (fabrication d'énergie)
— Transfert de substances :
= diffusion simple « filtre » (loi de Fick)

= transport actif (permeases)




i a) La respiration B
* Les chaines respiratoires des bactéries sont semblables i celles des mitochondries

* Dans la respiration aérobile, la réoxydation des coenzymes réduits est assurée par le
transfert des électrons par "vole cytochromique® vers le dioxygéne.

* Les cytochromes = hitéroprotéines membranaires fonctionnant comme
transporteur d'électrons .

* Chez les bactéries la composition en cytochromes varie an fonction de 'espéce at
méme pour une aspéce donnée en fonction des conditions de culture.

ni a oe L i S ]

1:-§|-t.1dF 0

mwl mz—(.m 4_ 1
Ir .
i o "
i i ( &radient
2FM :l »ﬂ':'FE‘ mwa " io électrochimique
4H

ATE ayn ihetases

AT DRI

nH" At S g o




b) Transfert de substances
* La membrane cytoplasmique joue le role de barriére en empéchant :
- |la fuite des composeés intra-cytoplasmigques
- la pénetration anarchiques des constituants extra-cellualires
* Elle assure les échanges entre l'intérieur et |'extérieur de la cellule en :
- absorbant les elements utiles pour le metabolisme
- excrétant d'autres molécules et éliminant les dechets
* Les echanges se font de différentes fagons :
- Transport passif ou Diffusion simple passive ou facilitee

- Transport actif




48

@ Transports passifs : sans apport eénergetique

a) Diffusion simple passive : les p-aﬂ'lus muolécules (02 ,CO2, acides gras, éthanol,...)

peuvent traverser librement la ¢ brane cyioplasr o loarsque leur concentration
dans le milieu extra cellulaire est supurh&um a colle du mltlau intracellulaire.

b} Pour les molécules de taille plus importante et hydrophiles l|a diffusion se fait de
deux fagons

- diffusion simple par canal proteique TRAMSPORTS PASSIFS = DIFFUSION

- diffusion facilitée par proteine porteuse ""
".-'

e

Y
a0 L L I'-'
IRSTTR LG DE La CELLLE
Bimpls Fazlilus
I\\\_ L ipaplailes F:::{HHL-E. Far permsbice
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-3e font contre le gradient de concentration

- nécessitent un apport énaergétique

TRANSPORTS ACTIFS

@ Transports actifs

- sa fait par des pompes (ex : pompe K+}

i SO

ll. :l g-

sse ose o3

O medteule

el
Coer=meparite : entrée dans le
méme sens (entrée de lactose-entrée de H+)

' «1 : entréa dans le
Sens opposé (ex : sortie de Ca++/entrée de H+)

le.-'m

-\_

Primalra = Fomge T — " ;

Cps g de PATE

LIl e
radiem honeyss
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Autres fonctions de la membrane cytoplasmique

- Synthese des lipides membranaires et lipopolysaccharides

- synthése du peptidoglycane

= assemblage et excrétion des proteines extracytoplasmiques

- Perception des caracteéristiques physiques de I'environnement (temperature,

pH, aw...)

11
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* structures membranaire intracytoplasmiques

* une invagination de la membrane plasmique

* leur forme peut étre vésiculaire, tubulaires, ou lamaellaires
* lis sont étroitement liés au matériel nucléaire

* On panse gu'lls jouant un réle dans la division cellulaire

12
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* Cytoplasme et structures intracytoplasmiques

* Hydrogel colloidal comprenant :

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

- une phase dispersee formee de nucléoprotéines et de lipides .

* Son pH est compris entre T et 7,2.

* Le cytoplasme contient

- des ARN et ribosomes,
- Chromosome,
- des substances de réserves

- Chromatophores

- Vacuoles a gaz

<

- quelques organites specialisés.

o
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« Nombreux : -~ 15 000 / bactérie

« Constitution :

--:'I i =
"'h.-.:":_.d""-;._.!-!"

[ ==

comportent 2 sous unités (505 et 305)

constituées de protéines + ARN (235 et 165)

- slége de la synthése protéique :

2 sites essantiels

= Site aminoacyl : accueille I"acyl-tARN

- Site peptidyl : accueille la chaine d'aminoacides

en cours de constitution

Chaise protetgie €0

' comrs £ iloa geton
™ Grande srusuzite {50 5)

HMecade aming

B

Pefit som s umate (303 )
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(@ les substances de reserves

Les substances accumulées par les bactéries peuvent étre organiques
Ou inorganiques :

- amidon

- Glycogeéne le plus souvent ,
- l'acide hydroxybutirique {Pseudomonas, Vibrio, Micrococcus...)

- des polyphosphates organiques (utilises dans le diagnostic de
certaines bactéries pathogénes comme Corynebacterium diphterieae)

- des inclusions de soufre, de fer (caracteristiques de bactéries
(Beggiatoa et les Thiothrix)

15
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* chromatophores

= existent chez les bacteries photosynthétiques,

- jouent le role des chloroplastes

- Contiennent des pigments appeles bacteriochlorophylle

Vacuoles a gaz :

- veésicules remplies de gaz presentes chez les bactéries
photosynthetiques (bactéries pourpres et bactéries vertes

- permettent aux bacteries de flotter a la surface de |'eau

16
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@ Chromosome

- Pas de membrane nucléaire

- Filament unique d’ADN
- Bicatenaire

- circulaire
- surenroulé

- 1000 fois plus long gque la bactérie (masse ~ 2000MDa)
-Double brin dispose en boucles

- Protéines fixees dessus:

- ADN et ARN polymérases
- fopoisomeérases

ADN 80%, ARN 10%, proteines 10%

17



i ADN bactérien

@ Composition chimique et structure

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

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

- Les bases azotées sont

* la guanine (G), I'adénine (A) = bases
puriques

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

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

faibles . mafpp A=T etC=G
%

La molecule
d'ADN

18
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- Coefficient de Chargaff

- C'est le rapport A+T [ G+C ( s'exprime aussi en GC%)

- Varie selon les espeéces bactériennes
- le méme dans toutes les souches d'une meme espece

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

- GC% joue un role taxonomique

19



( ADN bactérien 52N

Lo rrodele de baze da Wit won « Cick
e une Jouble heles ToroXnmet geomaTiqus
peva ey 105 pbtow, 3. 3 rantour)

Foam e cqpermvonks

Forme superenroulée de I'ADN

* Le chromosome bactérien est constitué d’un
filament unique, continu et circulaire formé d'une
double chaine d’ADN

* Cet ADN présente une structure torsadée appelé
super-helice ou forme superenroulée.

* L'ADN d'une bactérie mesure 1,4 mm alors que
celui d'un chromosome humain mesure 2m .

ADN
D'E. coli

20
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@ Role de I'ADN bactérien \]

1) support de l'information genetique
* Pneumocoque S (Smouth = lisse) , colonies lisses, Virulents, Capsulés

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

Expérience de Griffith{1928)

Bacteries 5 Bacteries B Bacteries 5 Bactérieak s

l | fighés par 18 ber: bl 5

Yl Y5
R {.:L'_‘L’if_\:} ; 5| =R
0| S | Q| Qs

|
5 | ==
TH Y YTy
: "‘-._r'—\.ﬂ.-ér“

Mort Survie sarvie Mort
Bacieries 5 | Pas de Pas de Bacleries 5
dans 1e sang | bactéries bactéries | vivanftes dang
de la souris | dans le sang

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 bactéries S ne paut
s"axpliquer gue par une transformation des
bactéries R par une substance issue du
contenu des bactéries S tudes, qui ont
libéré un "principe transformant.”
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En 1944, Avery, Mac Leod et Mac Carthy découvrent le perincipe transformant
de Griffith

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

Brgeljsss
ietd b
{rerafarnstian

- resErankd:
Irérafarmalian

J
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* Ces experiences demontrent que le pouvoir transformant est détenu par 'ADN
des bactéries: c'esl la substance du contenu des bactéries S qui n'a pas été
détruit par la chaleur dans I'expérience de Griffith.

* Il programme la synthése des polysaccharides de la capsule.

* Les descendantes des cellules R transformeées en S sont de type 5
donc FADN contrdle la multiplication a ldentique.

* une bactérie peut acquérir de nouveaux caractéres phenotypigues, de nouvelles
fonctions metaboliques (sécrétion de polysaccharides, virulence ) par lintermediaire

d"ADNM provenant d'une autre bactérie.
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‘ 2) L'ADN intervient également dans le processus de synthése des protéines . |

1ekin

. “-?P‘ »
z;:"-'-“i'fa oL 3% a :’.f'.{ﬁ’{d!:?

A% roiymemse. el AN

Ocm

ARN messager

& Tranen St ke

Sarecsome

1@
Transcnpt:on Traduction

Chez les bactéries les deux phénoménes se produisent au niveau du cytoplasme.
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r”'_ @ Eléments facultatifs
* Les plasmides

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

* Le terme plasmide fut introduit par le biologiste moléculaire américain
Joshua Lederberg en 1952,

Schéma representant une bacterie

contenant des plasmides. £ SRy
1) ADN chromosomique (bactérien) , ' : i :
2) Plasmides . i fﬁ%@f{i’ﬂ et %f‘@

Plasmide vu au microscope électronique

25
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* Leur transmission d'une cellule a l'autre s'effectue habituellement par
conjugaison (codent pour des pilis sexuels), ou encore transduction ou
transformation, mais souvent sans specificite d"hote.

Diffusion plasmidique au sein de divers groupes
Escherichia ~ Salmonella  Proteus  Enterobacher

] |
-

N : . oNPBRRS | Semalia  Klebsiella Pseudomonas Acinetobacter

wiRNE
ey

‘.:'l_".'l

o Pl W

* lls sont meédiateurs de nombreuses proprietés permettant une meilleure
adaptation des bactéries (exemple : résistance aux antibiotiques,
antiseptiques, meétaux toxiques, irradiation)

%
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* La capsule

- Elle est formée par des substances

organiques visqueuses elaborées par
la bactérie

- couche plus ou moins compacte qui
entoure la paroi.

- Toutes les bactéries ne produisent
pas de capsule.

- Au sein d'une espéce, certaines
souches en produisent, d'autres pas.

- L'élaboration de la capsule est

influencée par certaines conditions du
milieu. Les glucides jouent un réle

important dans la présence ou non de
la capsule.

e

La méme cspece mutante, sam capaule

27



Aspect des cellules d'Acinetobacter sp.
La coloration a lI'encre de chine réveéle la

capsule trés épaisse qui entoure ces

en chaine.

* Composition chimique de la capsule

- Les constituants capsulaires sont fréquemment des polyholosides,

parfois des polypeptides

28



- Roles de la capsule

- role important dans la défense des bactéries contre :

* la dessiccation,

* les prédateurs (protozoaires)

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

capsulée).

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

- Support de propriétés physiopathologiques et immunologiques. Ainsli, les pneumocoques
capsulés se révélent pathogénes, alors que les pneumocoques non capsulés ne le sont pas .

et

-
L4
4 (™

2 {'

Pneumocoque ou

Streptococcus pneumoniae

b
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Les bacteries sont formées par des elements

Elémdnts
abl i;g:'nl-:ri Fies

Eléments
facultan fs

L

- obligatoires (présents chez toutes les bacteries)
- facultatifs (présents uniquement chez quelques especes)

Rlagabimus
Faa Faksesmar 8 Dhresmeddme s | Oyiosdakm e T AT T E
ik &

é 1
L e -
o -
o Ll -
L ]
-
. -
1]
| N i— -
{ |
- L 4 v v v v v
Clonilke 5 Bawlh e Fiag=lis Flasinds g “rapwile
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* Cils et flagelles
- Les bactéries mobiles se deplacent 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 tenus, 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.

* Cette insertion differe selon que les bactéries sont Gram positif ou Gram
negatif .

31
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Chez les bacicrios mobiles, il existe differents types flagellaires induisant
des déplacements variables qu'on appellera ciliature :

* un seul flagelie polaire = ciliature monotriche

* plusieurs flagelles polaires = ciliature
lophotriche

\_

* un flagelle a chaque pble = ciliature
amphitriche

* des flageiles entourant la bactérie = ciliature
péritriche

Le type de ciliature peut étre utilisé
dans un but taxonomique

Bxtioms G +

_J
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EIGCIron micrograph of Melcobacter pyiorn
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* Réle des cils et flagelles
1- Mobilite
* Les cils et les flagelles conférent une certaine

mobilite aux bactéries gui peuvent se deplacer dans
les milieux liquides ou a la surface des géloses.

* Certaines espéces peuvent méme envahir les
milieux de culture, masquant les autres colonies.
C'est le cas des

2- Chimiotactisme

(sucres, acides amines) et repoussees par des substances toxiques ou
nuisibles.

3- propriétés antigéniques

* Les flagelles conferent a la bacterie de nouvelles proprietes antigeniques

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

F
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Les pili (poils) sont des formalions qu'on ne peul observer qu'au microscope
electronique. Surtout present chez les Gram-

* pili communs ou fimbriae sont courts el cassants. lls sont utiles
pour l'adheésion des bacléries aux interfaces el aux mugueuses el

sont donc des facteurs de virulence . lls ont une structure protéique :
la piline

* plli sexuels plus longs, relient deux bacléries et sont voles
d'echanges de matériel génélique entre les bactéries. Les bactéries
capables de produire des pili sexuels sont denommees bactéries
"males” a l'opposé des autres qui sont dites "femelles.”

Shigella Salmonella

Cue les pili

Flagelles plus longs

/
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Moyens d’étude de la structure
bactérienne

- coloration a morphologie, gréupement
(bleu de méthylene, Gram, )

* micro ie électroni x> 10

a structure fine des bactéries

« fractionnement des bactéries
Constituants libérés, séparés, analysés

cours de Microbiologie TS1 BC
P Renvoisé et B Leonetti
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d- Les spores bactériennes

* Certaines bactéries ont la propriété de former des spores

* Une spore = petite unité sphérique douée d'une extraordinaire résistance.

* les spores bactériennes sont des endospores, car elles se forment a l'intérieur
de la cellule bactérienne .

* Les spores se forment au sein de trois genres bactériens principaux :
* Bacillus,
* Clostridium

* Sporosarcina .

* Conditions de formation des spores :

* Milieu pauvre en éléments nutritifs

= Conditions physico-chimiques defavorables
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4 )

* Les spores se caractérisent par :
- leur faible teneur en eau (15 %) contre 80 % chez les cellules
bactériennes végétatives.
- leur thermorésistance ( les spores de Pleciridium caloritolerans

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

- leur résistance aux attagques des acides, des bases, des antiseptiques,

des rayons UV ou X, des antibiotiques, etc .

* Les actinomycetes produisent aussi des spores, a partir de conidies ou

sporanges. A ne pas confondre avec les spores de résistance des eubacteries .

.

J
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clair, réfringent, ovoide, limité par un contour régulier

- La spore peut déeformer ou non le corps microbien

- Sa position joue un role taxonomique

*
|}
el
| |
| ¥ I )
|
.l|I I'.
i -'\'\1_.
e cenrrals TR | I
al =anal $afcarnpans

[} i L [
NEiEhir  LIsdFhiineg i fLyd ]

" @ Morphologie et structure des spores

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

Bacillus subilis en phase de
spovulation. La struciure ovale,
au cenire, correspond 3 la spone
forme résistante de la bachéne .
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- La paroi sporale (peptidogl

de la spore

Faom pesie e - W

>

s A
A”..uhl <
uLeere |

v

icgimmes sntount A ls memdrane oyt opdatmngie = ntototnes

v

- La spore bactérienne présente une structure complexe

. donnera la paroi de la cellule végétative
- Le cortex : couche épaisse (peptldoglycane), sensible Au lysozyme
- Tuniques (interne et externe) : composées de proteine (kératine),

impérmeables, résistantes aux agents chimiques
- Exosporium : couche plus externe (lipoproteique), non essentiel a la survie

Exsrmponum

Tutt Que exTeme

Ten qie m‘hﬁ‘\
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L’endospore bactérienne :

Cette structure a éte trouvee dans les echantillons des momies, elle a été
conservee dans la nature et permet de recupérer des informations
importantes.

Elle est importante pour la médecine et les domaines agro-alimentaire car
possede unegrande résistance : tolérante a des températures tres
élevées, tolérante aux radiations des UV, a I'action des désinfectants,
tolérante a une pénurie d’eau.

Cette tolérance est permise par la synthese de I'acide dipicolinique.

Leur structure est tres particuliere. Il existe des exospores qui se forment
a I'extérieur de la cellule, les endospores se forment a I'intérieur de la
cellule. C’est une structure dormante, un moyen de protection contre les
conditions extrémes comme le manque de nutriments, ou il y a un
phénomene de sporulation (chez les Gram+ principalement).



a) Definition : Un certain nombre de bactéries Gram + (genre Bacillus, Clostridium et Plectridium) acquiérent une
structure spéciale, résistante, dormante, a l'intérieur de la cellule végétative, appelée endospore. C'est une forme
de vie au ralentie, sans multiplication, ni métabolisme (état de cryptobiose), qui se forme lorsque le milieu est
appauvri en nutriments ou dans des conditions physiques défavorables.

Exemples de localisation et de taille des endospores. (a) Spore
centrale. (b) Spore subterminale. (¢) Spore terminale. (d) Spore terminale avec

sporange gonflé,

La structure d'une endospore. Endospore de Bacillus anthraciy
(x 151.000). Notez les structures suivantes : exosporium, £X: unique SC.
cortex, CX: paroi de la spore CW; le protoplaste avec son nucléorde, N, et
les ribosomes CK.
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b) Etapes de la sporulation :

Sporulation : 7 élapes d'environ une heure :

étape 1 : formation d'un filament axial par assemblage des deux nucléoides de la cellule végétative. La cellule
produit des antibiotiques (bacitracine, bacilysine) el des enzymes (ribonucléase, amylase, protéase).

étape 2 : formation du septum transversal par invagination de la membrane. Apparition d'alanine deshydrogénase
qui pourrait jouer un rdle dans la germination.

etape 3 '@ individualisation de la spore : formation de la préspore. Cerlaines enzymes acquiérent de nouvelles
propriétés (exemple : la catalase devient résistante a la chaleur).

étape 4 : formation du cortex par accumulation d’acide picolinique et de calcium ; la spore devient trés réfringente.
etape 5 : synthése de protéines a l'origine des lunigues
étape 6 : étape de maturation avec acquisition de toutes les propriétés de thermorésistance.

étape 7 : destruction du sporange par des enzymes lytiques et libération de la spore
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c) Propriétés de la spore :

Thermorésistance : les spores résistent plusieurs dizaines de minutes & 80 °C, parfois 8 heures & 100 °C et
méme 5 minutes a 120°C (probléme de stérilisation : nécessité de chauffer a 120°C pendant 20 min, en chaleur
hurmide). Le dipicolinate (associé au Ca™) joue un role essentiel : il rend la spore imperméable et conserve ['état

déshydraté favorable a la résistance des proteines el des acides nucléiques a la dénaturation. ( B. subtilis @ 30 min
a 120°C). Elles résistent trés bien au froid (-70c), a la lyophilisation)

Résistance aux agents physico-chimiques : résistance aux UV., R.X, hautes pressions, antiseptiques,
anlibioliques, a la dessiccation elc.

d) La germination :

dans des conditions favorables (humidité, chaleur...), la spore peut étre activée et donner naissance a

une cellule végétative. La spore doit étre activée par un agent capable de léser la tunigue sporale :
choe, chaleur, acidité. Le moven le plus utilisé est le chauffage entre 65 et 95°C (ex :
tvndallisation). La germination ne commence qu 'en présence de conditions favorables

d "hydratation et de métabolites effecteurs (alanine, adénosine) qui déclenche un pheénoméne
autolytigue.

On observe une destruction du cortex, une perte de la réfringence, une sensibilité a la chaleur, une
excrétion de calcium, de dipicolinate et de peptidoglycane du cortex puis une reprise metaboligue.
La spore se libére des tnigues aprés rupture de celles-ci et donne une nouvelle cellule végérative.
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La sporulation

4 Croissance Division celbukire )
: ‘=

~ | Formation d

Genminaion ;' 2 | ftlamment acal

e 7 Formation de 'endospore
Spore bbso |
-
Lyse cellulaire et . 4 P—
Idhération de Jo spore 5 4 Enkystement

(P = ‘ y, de lapréspore
CID

Formation du cortex ¢t avnthése de la tuniqae

Principales étapes de la sporulation
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3. Les Bacteria et Archaea

Les Archaea - le troisieme domaine du vivant

Notions a retenir

-les Archées sont des procaryotes unicellulaires

<Jes Archées ne sont pas des bactéries

-les Archées ne sont pas que des bétes exotiques vivant dans des conditions
extrémes dans des endroits inaccessibles et uniques [sources chaudes, fond d'océan).

; = glles sont partout et représentent jusqu’a 20% des procaryotes en biomasse ;




Partie |

| La découverte des Archaea [archées, archéobactéries) |

Les classifications du vivant au XX siécle — classification de Robert
Whittaker [1969)

' Cing régnes du vivant . P T,
représentant 2 mondes ( Plantae Fungi Animalia

'plm‘.al"y'ﬂtﬂ - ,L..: 'I MﬂﬂErﬂ o hmﬂ




Trois domaines du vivant de Carl Woese

« the Woesian Revolution »
1977-1990
-nouvel arbre du vivant basé sur la
phylogénie moléculaire
- trois domaines de la vie
- découverte des Archaea

Woese is currently a professor of Microbiology

IUimi ity of Illinois at Urbana-Cha igri.
SR T procaryotes

II |

Bacteria Archaea Eucarya

ancétre commun universel

Questionsa poser

- pourquoi les Archées n'ont-glles pas été découvertes plus tat ¥

« comment ont-elles &t découvertes?




3 groupes de procaryotes connus depuis longtemps et mal classifiés

Par leur phénotype

-petites cellules; - pas de noyau; - pas d'organites

ils ressemblent aux procaryotes typiques et ne peuvent pas étre distingués des bactéries

Halobacterium Sulfolobus acidocaldarius
60-95°C pH 1-5

en réalité, ce ne sont pas des bactéries mais des Archées (Archaea)




LU'observation au microscope ne permet pas de constater la différence
entre les vraies bactéries et les archées

Une archée hyperthermophile, Sulfolobus solfataricus




La découverte du méthane —~ gaz combustible - par Alessandro Volta
en 1776 - Lac Majeur

le gaz est produit par une « bactéﬂe » appelée méthanogéne et habitant dans les marais {

0 YA A s A AR AR S




Les méthanogénes: une bliodiversité extraordinaire

Habitats variés:
= galx stagnantes (marais, station d "épuration)
- 5ol
- lacs salés
- rones volcaniques
- sodiments sous-marins des sources chaudes
- tractus intestinal des mammiféres (homme inclus)

Modes de vie trés variés:
- adaptation a la salinité

- adaptation a toutes les températures

Methanogenium frigidum {15°C)
Methanopyrus, 100°C




Les méthanogénes: comme leur nom l'indique...

-. ce sont les seuls organismes sur Terre a produire du méthane:
méthanogenése
CO,+4H,=CH, + 2H,0

réduction du CO, ou des substrats méthylés
en utilisant Fhydrogéne comme donneur d 'e-

CONDITIONS: anaédrobie stricte; une réductase avec des coenzymes
contenant le Ni#*

uniques




Conclusion

Fétude phénotypique et métabolique des méthanogénes ne permettait pas
de mettre en évidence leur différence par rapport aux autres bactéries

Alors — les méthanogénes, sont elles tout
simplement des bactéries bizarres?

10



Halobacterium  / Sulfolobus acidocaldarius
/ 60-95°C pH 1-5
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Les halophiles sont parmi les premiers extrémophiles connus

Les extrémophiles sont des organismes capables de vivre dans des conditions de
température, pression , salinité, acidité, ravonnement... extrémes, qui seraient
mortelles pour la majorité des étres vivants.

: Un organisme halophile (du grec alos, sel et philein, aimer)
est un organisme qul a un besoin absolu de fortes concentrations en sel pour vivre

Procaryotes

= Holobacterium

= cyanobactérie Aphanothece halophytica
Eucaryotes

= une algue verte Dunaliella saling
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Les extrémes halophiles - habitat

lonic composition of some highly saline emvironments

Great Salt Lake, Utah, USA La Mer morte

Marais salants,
Californie
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Les procaryotes extrémes halophiles

Type trophique : chimioorganotrophes - acides aminés , acides organiques
Respiration: aérobes obligatoires
Division cellulaire: fission binaire; pas de noyau — procaryotes typiques

Capacité de mouvement : motiles

Haloferax sulfurifontis Halobacterium

14



Conclusion

les études phénotypiques et métaboliques de certains halophiles ne permettaient pas
de mettre en évidence leur différence par rapport aux autres bactéries

Alors = tous les procaryotes halophiles, sont
elles tout simplement des bactéries bizarres?

15



La taxonomie classique des microorganismes est difficile et inexacte...

| Les critéres sont

- morphologie
- coloration

- métabolisme
- habitat

- autres ??

- et ne refléte pas 'évolution réelle du monde des procaryotes

16



Les macromolécules, témoins de I'évolution

J. FPptrer, S5, (1905) B 257

L’idée de comparer les
BraLy ZOOKEIRANOL AND Liwus PAou: séquences des
Guttn snd Croltin Lishwiaheios sl Chomlotey macromolécules
CwWitormir faarirste of Terkoaogy, Pestbere, Celfornde, [ <
pour retracer | "évolution
date de 1965
DafTerent e nh.\-w U $rasmnd n selptise tu e Nl Ao
proveliog e e for B edecsder piodogur. Bt S o tiw (sm“e z'ldukand" Unus Pau"ng)

“ountdm”, Lo I Sfierem rpes Of tusimindeoiies Ot (aivy Uw

Muodesubes 3y Docisoents of Evelotinesry Hivtors

I Rewyoe T Sextember 1964)

o fsrmationt or 4 wery IamAYe trassieace thereed. The R
vy e 1wg SN SRSt mapy O 102 O et i (0 TN SR O
pohyywtide owds 1o Lhe notier ‘Arwcrtuntyd wabsi Sl 10 2%
At potymackonder, JAN sabstilas omn fead o dffzren.ss In
roclonide soguenar 3 ee o exguoued by ddferodces w8 atden aid
WAL, Sxre prmiihe e pETYES o roweTEatweT 4 d e

b The Ohamical Danls fox o Malornbar iy begriy

A

nouvelle approche - la phylogénie moléculaire

basées sur I'analyse de séquences des génes

]
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LADM en tant que mémoire de I'évolution

- les pénes ont une histoire commune car lis
descendent d'un méme ancétre.

= Fanalyse de rares changement dans [a séguence dADN codant
permet de construire un arbre phylogénique

o o

T
1A1 1A2 1B1 1B2 "
—ti—— O} 88— r—a-

| | I

_ 2A
1B
— L
h¥ i -
S —*— 2
g&ne ancestral
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Les macromolécules, témoins de I'évolution

histoire
Tonsps evolutive
mouse
ancétre commun

rat

@AEETEE rabbit (—AQTAGCTAA —
man '\/—:::Tfmtm =

Selon I'hypothese de I'horloge - =-
I']'llﬂlé'l'_'l'.liiﬂlFrE, les mutations Eéﬂétiql.ll!ﬁ gﬂrilla  ACTTGaTCGA —
s accumulent dans un genome

a une vitesse globalement proportionnelle

d'especes issues du méme ancétre commun
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Phylogénie moléculaire — une machine a remonter le temps

Temps

mouse

séquences actuelles

| rat
g ~ Arbre
%) rabbit  phylogénique
Q
ﬁ man .
O Reconstruction
g
| gorilla

L'arbre phylogénique construit méme avec un seul géne refléte
I'histoire naturelle des espéces
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Phylogénie moléculaire des grands groupes -
avec quel(s) géne(s)?
les ARN ribosomaux - ubiguitaires (toutes les cellules possédent des ribosomes)

- essentiels (message non saturé)
- et longs (contiennent suffisamment d’information)

procaryotes ~ eucaryotes
80S
ribosome
. ;‘?jmn . mm
305 subuntt
N LN
55 168 238 s e 485

(-120)  (~1500)  (~2900) ~120nt  ~1900nt ~4700 nt



ARN 16S (ou 18S) - le choix idéal

/;RNIGS-IM-ISNM \

(18S chez eucaryotes -1900 nt)

- plus riche en information
que le 55— 120-130 nt

-plus facile a étudier

\que le 235 - ~3000 nt j

< -L‘:‘LS} T
5:.

Pour comparer il faut connaitre les séquences de ARN 16S venant de plusieurs espéces
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« Il existe trois grands types d’ARN 16S (et donc 3 type
de ribosomes) sur Terre »

Carl Woese, 1977

1 - E —eucaryotes
2 - B - procaryotes (bactéries)
3-?22277

. Department of Microbiology

IHinaie at Hirhnna."hamna
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1977 - la technique employée par C. Woese
pour sequencer I'ARN 16S

Ir.l"_

- cependant, FARN 165 peut étre facilement extrait des ribosomes

- une technique laborieuse permet de comparer les séquences des

différents ARN
L

- la technique de séquencage de 'ADN est inconnue _\l

¥,

Production d’un catalogue d ‘oligonucléotides
digérés par la RNAse T1

les oligos assez spécifiques

a partir de 5-6 nt trop courtes pour étre spécifiques

*® :
B, » " AN | UCE 7 .QAA.
LR O,

coupure sur G
par ’'RNase T1

bibliothéque des oligos
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[ Les bibliothéques d'oligonucléotides [

ST T
i, Marquage des cellules au P32
&
ol U
hd Isolement des ribosomes
e® o )
. ‘ " L
¢ 3, O Isolement des ARN ribosomiques
o ) |

o‘ [’

mc. (Y ) Isolement de | ’ARN 16S

v i

il 2L Digestion par In RNAse T
. e, F igestion pa'r a RNAse T1
D ‘
‘s

|
S

<G 3 v
OBC Antoradiagraphie Les bibliothéques d’oligonucléotides

Q
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® o % ; .’.-//.m.‘, Tt
“G. ® ,. e Digestion pa’r la RNAse T1
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La comparaison des bibliothéques d’oligonucléotides

espice @ espéce b
¥ oy A o
| . H W | i
o . wd .
K a7
3 ‘?«:' L ‘-’.‘-jJ'»'
O "t
Bt e :;f- 2
iy L]
Voo w‘t‘l Ty b
-.L';l '!.::;’
':;"i "';::i:
O, 0 4

Sab — la coefficient de similarité
{ou coefficient d'association)

Les premiers résultats de Woese —
les bactéries sont éloignées des eucaryotes

proches
éloignés
Cyanobactérie-Colibacille 0.26 T prochies
ﬂmﬂ‘.h.loropimmv 0.09 ; - Les valeurs de S, de deux bactéries ou de deux eucaryotes

sont toujours supérieures a 0,2




Carl Woese entreprend alors I'analyse des « bactéries bizarres »:
- les méthanogénes
- les halophiles

- les hyper thermoacidophiles (Sulfolobus)

Le résultat
Les « bactéries » bizarres ne sont pas les bactéries (ni les eucaryotes).
Une autre forme de vie??
Isimdmwmn'mml(;SulssrlNAdffnh;hlhw‘ ins of living organt
Occurrenceamong’
ST Sy Appronimate poskios) Gagbaririessbimeres  Sactea Fulany
CALYYG ns o > 08
CYAAYUNYG ) 310 o >
AAACUCAAA B 3 G
AA.A('L:UMM: L‘”:‘ 100 i} )
NUUAAULCG © 90 ‘ 0 (]
YUYAALUG L e 100 1 10
CAAMCYYCHR o o S
i [ i . = Trols formes de vie |
VOCCuUG 1_{“' 4 ] )X
CUCCULG 130 (@) 0
VACACACCG 140 ] B Y
CACACACCG ‘{- 1420 o oD : = q - 1
3 Meéthanogéneitlomme 005 I | == forme de vie - eucaryotes |
MéthanogénedColibacille 0,06 | l1*m forme de vie - eubactéries

AMéthanogiéne- Halebacterivm 0,19 existence de la troisi@me forme
de vie

Meéthanogéne 1-Meéthanogéne 2 (0L25

Méthanogéne-Sulfolobus 0,13

Halobacterinm-Sulfolebus 015




Condusions

Sab
cucaryote A - sucaryols " rﬂ.}‘ RS
euncaryoate - hactérie Nnas . o .lesméthanogénessont QUSSi élongnés
- O——

Davtdrie A bavtdrie B ‘0.!0 « 0.5 l de rhomm que des badéﬁes

- les trois groupes analysés
méthanogbne Luctérie 008 . D)
mathanogéne - sucaryols “hos - D11 std &
méthanogéne - ‘_'_'5,',,""""'.,“,' @':24 - 6._51‘ 'halophlks
= -hyperthermophiles
halophile - méthunogéne o1 0..‘4,
Ihermoplayma - moéthanogéne 0,13 - 0,20 \

forment un domaine trés distincts
Sulfolobuy - méthanogdne 018 - 017 de ceux de vraies bactéries et
d’eucaryotes

C. Woese appelle ce domaine Archeobactéries devenu aujourd'hul Archées (Archaea)

w
-4
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conditions —
température 85-115°C
pH—de 0 3 2 riche en H,50,

Ayaetng. Varternm aod o V1A
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Desulfurococcus

Pyrobaculum

Découverte des

hyperthermophiles
neutrophiles

anaérobies

\ Methanopyrus

Staphylothermus

Thermoproteus

Thermotoga
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Conclusions 1:
a membrane cytoplasmique: bactéries /eucaryotes vs archées

3 points principaux qui distinguent la membrane des archées:

- chiralité du glycérol — D chez les Bactéries / L chez les Archées

- liaison ester chez les Bactéries / ether chez les Archées entre le glycérol
et les chaine des acides gras

- acides gras non saturés et non ramifiés chez les Bactéries /
chaines isopréniques saturees et ramifiees chez les Archées
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Conclusions 2:
a membrane cytoplasmique: bactéries /eucaryotes vs archées

La membrane atypiques des archées leur permet
de mieux résister aux
conditions extrémes, surtout a la température extréme.

Quels sont d’autres facteurs permettant aux archées
de mieux s'adapter
aux conditions extremes?

32



Chapitre 111 :
Taxonomie bactéerienne

1. Place des microorganismes dans le monde vivant
2. Classification biologique contemporaine
3. Classification des protistes procaryotes



Introduction genérale et vue d’ensemble

e Taxinomie

Science de la classification biologique.

Constituee de 3 parties separees mais reliées
entre elles:
Classification: Arrangement des organismes en

groupes ou taxons selon leur similitude et leur
parente evolutive.

Nomenclature: Consiste a donner des noms aux
groupes taxinomiques selon les regles publiees.

ldentification: Détermine qu’un isolat particulier
appartient a un taxon connul.
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Importance de la taxinomie

e Permet de mettre de I'ordre dans I’énorme quantité de
connaissances gue nous avons des organismes, parce
que tous les membres d’un groupe donné partagent de
nombreuses caracteristiques.

e Permet de faire des predictions et des hypotheses pour
une recherche future, basée sur la connaissance
d’organismes similaires.

e Répartit les micro-organismes en groupes significatifs,
utiles, avec des noms precis, de sorte que les
microbiologistes peuvent les etudier et communiquer
efficacement.

e Essentielle pour l'identification précise des micro-
organismes.



|’évolution et |la diversité microbiennes

e Notre planete est agée de ~ 4.6 milliards
d’années.

e Les premiers procaryotes datent d’au moins

3.5 a 3.8 milliards d’années.

e Des restes fossiles ont été decouverts dans les
stromatolithes et les roches sédimentaires.

Stromatolithes: Roches stratifiees, so! a0t S8
forme de démes, qui sont formés par | =& i
de minéraux dans des tapis microbie o, P

» Etaient probablement anaérobiques.
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Fvolution des procaryotes

e Les théories actuelles sont
principalement basées sur la
caracterisation de sequences d’ARNTr.

Etudes de Carl Woese et al. (années 1970)

Copyright @ The McGraw-Hill C Inc.

e Les procaryotes se sont di* §

tdt en deux groupes distinc/=
Bacteria

Archaea




Fvolution des eucaryotes

e Les cellules eucaryotes modernes auraient
déerive des procaryotes voici environ ~ 1.4
milliard d’années.

e Deux hypotheses principales:

1) L’hypothése de la fusion des génomes

Soutien que certains genes bactériens et archéens se
sont combinés pour former un seul génome
eucaryote — evolution du noyau.

2) L’hypothese endosymbiotique

Une endosymbiose serait responsible de I’apparition
des organites.

Les chloroplastes origineraient de cyanobactéries
photosynthétiques qui seraient entrées en relation
symbiotique avec des eucaryotes primitifs.

Les mitochondries origineraient d’un mécanisme
similaire (alpha-protéobactérie).



Les ribosomes

Proteins Subunits Assembled

rRNA
<|.:1‘ IS lz ribosomes
& Q- —
5 238 55 O.@ OQ
2 (2900 bases) (120 bases) (Total: 31)
S $1 52 S3
£ = DQIQ
+ Ao — 9
O QO.I
(154(1)6bsases) Q (Total: 21) Q
5.85 L1 L2 L3
= (160 bases) a0 e
- /| @ + 8,80
£ 0o
E 285 55 O 9
£ (4800bases) (120 bases) (Total: 50)
I 1 52 53
‘g O&N
g +  QQo mY — §
= mne® e o0
18s
(1900 bases) (Total: 33)
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L'arbre phylogénique universel

Archaea Eucarya
Cellules procaryotes, ARNr Cellule eucaryotes,
achéobacteriens, lipides membranaires ARNr encaryote, lipides
Bacteria constitués de chaines aliphatiques membranaires d’acides gras
Cellules ramifiées et liaisons éther. a chaines droites et liaisons
procaryotes, ester.
ARNr baCtérienS, Bacteria Archaea Eucarya
lipides
mem b ranalres Green nonsulfur
d’acides gras a o
ChaTn es dl‘OiteS et Spir Gr\am; Methanosarcina ‘
o pirochetes lp(O?l?l\/_(, o Halobacteria
liaisons ester.  , copacena| 2@ [ bacterium
Methano-
Thermoproteus . coccus Thermoplasma
Cyanobacteria Pyrodictium

Flavobacteria

Thermotoga

Aquifex
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Comparaison des Bacteria,
Eucarya

Table 19.8 Comparison of Bacteria, Archaea, and Eucarya

Archea, et

Property Bacteria Archaea Eucarya

Membrane-Enclosed Nucleus Absent Absent Present
with Nucleolus

Complex Internal Absent Absent Present

Membranous Organelles
Cell Wall

Membrane Lipid

Gas Vesicles
Transfer RNA

Polycistronic mRNA
mRNA Introns
mRNA Splicing, Capping,
and Poly A Tailing
Ribosomes
Size
Elongation factor 2
Sensitivity to chloramphenicol
and kanamycin
Sensitivity (o anisomycin
DNA-Dependent RNA Polymerase
Number of enzymes
Structure

Rifampicin sensitivity
Polymerase 11 Type Promoters
Metabolism

Similar ATPase

Methanogenesis

Nitrogen fixation

Chlorophyll-based

photosynthesis

Chemolithotrophy

Almost always have peptidoglycan
containing muramic acid

Have ester-linked, straight-chained
fatty acids

Present

Thymine present in most (RNAs

N-formylmethionine carried by
initiator tRNA

Present

Absent

Absent

708
Does not react with diphtheria toxin
Sensitive

Insensitive

One
Simple subunit pattern (4 subunits)

Sensitive
Absent

No

Absent
Present
Present

Present

Variety of types. no muramic acid

Have ether-linked, branched
aliphatic chains

Present

No thymine in T or TyC arm of
tRNA

Methionine carried by initiator IRNA

Present
Absent
Absent

708
Reacts
Insensitive

Sensitive

Several

Complex subunit pattern similar to
eucaryotic enzymes (8—12 subunits)

Insensitive

Present

Yes

Present
Present
Absent

Present

No muramic acid

Have ester-linked, straight-chained
fatty acids

Absent

Thymine present

Methionine carried by initiator IRNA

Absent
Present
Present

80S (cytoplasmic ribosames)
Reacts
Insensitive

Sensitive

Three

Complex subunit pattern
(12—14 subunits)

Insensitive

Present

Yes
Absent
Absent
Present”

Absent

a Present in chloroplasts (of bacterial origin).
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Les rangs taxinomiques

e Les Table 19.1 An Example of Taxonomic Ranks
microbiologistes and Names
utilisent Sa e
freqguemment des i Protesbactei
Class y-Proteobacteria

NoOMmMsS communs Clrilr

. o Family
o l.e., bacteries i

pourpres, Species

spirochetes,

bactéries

sulfureuses, etc.

Enterobacteriales
Enterobacteriaceae
Shigella

S. dysenteriae
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Structure hierarchigue en taxinomie

Domain Bacteria
Phylum Proteobacteria
Class a-proteobacteria B-proteobacteria y-proteobacteria d-proteobacteria g-proteobacteria
Order  Chromatiales Thiotrichales Legionellales Pseudomonadales  Vibrionales Enterobacteriales  Pasteurellales
Family Enterobacteriaceae
| | [ \ l ‘ |
Genus  Enterobacter Escherichia  Klebsiella Proteus Salmonella Serratia Shigella Yersinia
Species S. boydii S. dysenteriae S. flexneri S. sonnei

Genre: Groupe bien défini, d’'une ou plusieurs espéces,
qui est clairement séparé des autres genres.
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Chapitre 111 :
Taxonomie bacterienne

(Suite)

1. Place des microorganismes dans le monde vivant
2. Classification biologique contemporaine
3. Classification des protistes procaryotes



Définir une espece procaryote

e On ne peut utiliser la méme définition que pour
les organismes eucaryotes supérieurs car les

procaryotes ne se reproduisent pas de facon
sexuée.

e Deux définitions possibles:

Ensemble de souches qui partagent de nombreuses

propriétes stables et different des autres groupes de
souches.

Ensemble des organismes qui partagent les mémes
séquences pour I’essentiel de leurs genes domestiques
(genes qui codent pour les produits necessaires a toutes
les cellules et qui sont habituellement exprimés en
permanence).




Une souche 7

e On considere qu’elle provient d’un
organisme unique ou d’un isolat de
culture pure.

e Biovars: Difféerences biochimiques ou
physiologiques.

e Morphovars: Difféerences morphologiques.

e Serovars: Propriétées antigéniques distinctes.




Une souche type

Habituellement une des premieres souches
étudiees.

Souvent plus completement caractérisée que les
autres souches.

Cependant, elle n’est pas toujours le membre le
plus représentatif.

La souche type de I’espéce est appelée espece
type. C’est le type nomenclatural ou détenteur du
nom de I’espece.




Systeme binomial de nomenclature

e Développée par Carl von Linne (Carolus Linnaeus).

e Le nom latin comprend deux parties:

e Nom du genre: italigue et débutant par une majuscule (i.e.
Escherichia).

o L’épithete spécifique: italique et minuscule (i.e., coli).
e Peut étre raccourci apres le premier usage (i.e., E. cc




Les systemes de classification

e Classification naturelle

e Arrange les organismes en groupes dont les
membres ont en commun de nombreuses
caracteristiques.

o Reflete autant que possible la nature biologique
des organismes.

e Deux méthodes princiaples de construction:

e Phénetique
Groupe les organismes suivant la similitude
de leurs caracteres phénotypiques.
e Phylogénique

Groupe les organismes selon des relations
évolutives plutot que des ressemblances
générales. Utilise des caracteres de nature
moléculaire.




Les caracteristiques principales utilisées en ta

e Deux groupes de carcteristiques:

o Caractéristigues classiques
Morphologiques
Physiologiques et métaboliques
Ecologiques
Analyse génetique

o Caractéristiques moléculaires
Composition en base des acides nucléiques
Hybridation des acides nucléiques
Séquencage des acides nucleiques
Prise d’empreintes génomiques
Séquencage des proteéines




Quelques caracteristigues morphologiques, physiologiques et métaboliq-..--,-~
utilisées en phénétique

Copyright @ The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display. Copyright © The McGraw-Hill Companies, inc. Permission required for reproduction or display.

Table 19.4 | Some Morphological Features Used

Table 19.5 | Some Physiological and Metabolic

Characteristics Used in Classification
and ldentification

in Classification and ldentification

Feature Microbial Groups Carbon and nitrogen sources
Cell shape All major groups® Cell wall constituents
. . Energy sources
Cell size All major groups .
- Fermentation products
Colonial morphology All major groups General nutritional type
Ultrastructural characteristics All major groups Growth temperature optimum and range
Staining behavior Bacteria, some fungi Luminescence
- . Mechanisms of energy conversion
Cilia and flagella All major groups oy &
. § . o . ) outhty
Mechanism of motility Gliding bacteria, spirochetes G R W S——
Endospore shape and location Endospore-forming bacteria Oxyegen relationships
Spore morphology and location Bacteria, protists, fungi pH optimum and growth range
3 % A Photosynthetic pigments
Cellular inclusions All major groups WOS/HUIEYE RisHent
. Salt requirements and tolerance
Col All :
‘olor major groups

Secondary metabolites formed

Sensitivity to metabolic inhibitors and antibiotics

“Used in classilying and identifying at least some bacteria, fungi. and protists. . . :
b s il il UL ot e & P Storage inclusions




Composition en base des acides nucléiques =)

e Contenu en GC
e Mol% G +C= (G +C) x100
(G+C+A+T)
e Lecontenu en GC est

déterminé a partir de la s
temperature de fusion  _
(T, pour melting "R
temperature). % 13 L
o Variation a 'intérieur  §
d’un genre bactérien g1y |
généralement < 10%. e | :
§ :
1. | T O O S O O
70°C 80°C T 90°C 100°C




Contenus en GC representatifs des

micro-organismes

Copyright @ The McGraw-HIll Companles, Inc. Permission required for reproduction or display.
Table 19.6 | Representative G + C Content of Microorganisms

Organism PercentG + C Organism PercentG + C Organism PercentG + C
Bacteria Rhodospirillim 62-66 Peridiniwm trigquetrum 53
Actinomyees 39-73 Rickettsia 29-33 Physarwm polveephalum 38-42
2 / ~ =~ . .
Anabaena 3944 Salmonella 50-53 Plasmodium berghei 41
s 1262 o > . .
Bacillus 32-62 Spirillum 38 Seenedesmus 52-64
ST > : = ] X
Bacteroides 28-61 Spirochaeta 51-65 Spirogvra 39
s T 40 5% 3 10 »
Bdellovibrio 49.5-31 Staphvilococcus 30-38 Stentor polvmorphus 45
» e 2 ; 3 ;
Caulobacter 62-63 Streptococcus 33-44 Tetrahymena 19-33
Chlamydia 41-44 Strepromyees 69-73 Trichomonas 29-34
Chlorobivm 49-358 Sulfolobus 31-37 Trypanosoma 45-59
Chromatiwm 48-70 Thermoplasma 46 Volvox carteri 50
] PP 1-3 s .
Clostridium 21-54 Thiobacillus 52-68 Fusgi
Cytophaga 3342 T 25.. 3 -
& pas Treponema 25-53 Agaricus bisporus 44
Deinococcus 62-70 Y :
3 3% P Protists Amanita nuscaria 57
Excherichia 48-39 v : 3
. Acanthamoeba castellanii S6-58 Aspergillus miger 52
Halobacterium 66-68 i . e . ..
dsslamiirebs $9.-67 Acerabularia mediterranea 37-53 Blastocladiella emersonii 66
yphomicrobim YO S g : ;
i : 2 Amaoeba proteus 66 Candida albicany 33-35
Methanobacterium 32-30 5 A S5
- 6475 Citlamydomonas 60-68 Claviceps purpurea 33
Microceccus e £ " . » s
; Clilarella 43-79 Coprinus lagopus 52-53
Mycobaciterium 62-70 5 : : Dy
o A 54 i Cyclotella cryptica 41 Fomes fraxineus 56
Mycoplasmea 23 . . > =
"' / o Dicryostelinm 22-25 Mucor rouxii 38
Myxococeus Shis . L P . e
43 3 i Euglena gracilis 46-55 Newraspaora crassa S52-54
Neivseria 48-56 SN
N - Lycogala 42 Penicillivm notattan 52
Nitrobacter 59-62 . . -
e : s Nitella 49 Paolyporus palusiris 56
sciltatonia 4D 3 3 ; : £AONS
Nitzschia angularis 47 Rhizopuy nigricans 47
Prochleron 41 : X R
- - Ochromonas danica 48 Saccharomyces cerevisiae 36-42
rotens 2 . . ; -
2 Paramecinn spp. 29-39 Saprolegnia parasitica 61
Pyendomonas 58-69
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Hybridation des acides nucléiques

e Mesure la similitude entre génomes.
e Une des technique les plus courantes:.

e ADN non radioactif de I’'espéece A dénaturé et fixé a une
membrane de nitrocellulose.

e Incubation avec ’ADN simp
marqué a la radioactivité. ( S

e On lave la membrane puis OLH
restante attachée ala memtk l

réflete le degré d’hybridatio
les ADN.

Single-stranded DNA atured DNA

a ion at temperature l l




Hybridation des acides nucléiques D

Table 19.6 Comparison of Neisseria Species by
DNA Hybridization Experiments

Membrane-Attached DNA® Percent Homology”
Neisseria meningitidis 100
N. gonorrhoeae 78
N. sicca 45
N. flava 35

Source: Data from T. E. Staley and R. R. Colwell, “Applications of Molecular Genetics and Numerical
Taxonomy to the Classification of Bacteria” in Annual Review of Ecology and Systematics, 8: 282, 1973.

“The experimental membrane-attached nonradioactive DNA from each species was incubated with
radioactive N. meningitidis DNA, and the amount of radioactivity bound to the membrane was
measured. The more radioactivity bound, the greater the homology between DNA sequences.

N. meningitidis DNA bound to experimental DNA
b x 100

Amount bound to membrane-attached N. meningitidis DNA

12




Séquencage des acides nucléigues

e Tres souvent, on séquence les genes ribosomaux
(ARNTr) 16S et 18S.

e Récemment des géenomes procaryotes complets ont
éte sequences. La comparaison directe de séquences
de génomes complets deviendra importante en
taxinomie.

P! d.dna
File EdE Miew Favorkes Find Conv  Nucleic Azids  Amiro Aods  Sesk Mzatny  Heb
D:lHelin Forgel\MAC Strider FilezpNClo71.1l.dna

DNA Zeguence
File Length Start RE' End RF SEL Length 'Type

[7a78 [ [T [t 1 [o [circular

CG ATCATGGOC 0
361 CJ\CICI"VG TGTFG;\T CTCTA G GEACGCATCGTGGCCGECATCACCOGCGCCAC 420

4211ACC GOTTGCTCGCGCCTATATCG! % ATCACCGATGGGGAACATCGOCCTCCCCA 480
4614C ’l' G GCTCAT CLGC I'I' TTTC GG '[‘GGG ATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGCGG 540
5% 1IACTGTTGGGCGCCATCTCCTIGCATGCACCATTCCTTGCGGCGGCCGTGCTCAACGGCCT | 600
AAAAAAA

PMC1871 monstructed from information in Mechods in ;l
Enzwvmology, 100, 293-307, 1983. §-gal goes from 3609 to

l'v
I

l!iufhj I "kﬂr V\/ “ Lu“i\ \ j\""’pﬂ \ Ih'mr;ﬂ ” A»Jﬂayiﬁw”ﬁy’n‘dn'. 5

AL il | Tl T
ot bl A e

NIRRT BORAAT TG A
fl

fl




Séquencage des acides nucléigues

COpvyri © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

) :

¢ L’analyse czr’rApRa[:at‘ll\éeSde Table 19.8 | Selected 165 rRNA Signature Sequences

sequences r ou for Some Bacterial Groups®
e : :

‘\IBS,de m|II,|er5 d,organlsmes 53

a demontre la présence de 2 E

signatures ’ 5 <&
oligonucléotidiques. $gg3Efez 2;

; a © 2 3 s 8 8
e Letypage de séquence REREEREEEE:
i Position Consensus s = 8 9 o $ 8§ 8 &
multilocus (MLST pour intfRNA Compositon & & & & & & & & &
multilocus sequence typing) 47 C b+ U 4 b 4 L B
est une autre approche 3 A AR B B g
basé I | d 570 G i + U + + + U
asee sur 'analyse de o3 “ 5 B % b B & & 4
sequences et la comparaison e G Ag + b By A d B o
de 5 a 7 genes domestiques, 939 U ? * ok K

, . 1,207 G + E F+ * F #+F ¥+ & €
_ perrn’ettantde det‘ermmer w— - el M Ao

'identité d’une I'espéce ou - |
d’une souche. Mool shdparipsing ol il oniuliniigici o ibe s A

minar accurrence base (< 15% of the cases),
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- | | V4 [ ] = &‘}\‘/}%
Prises d’empreintes genomiques

Copyright @ The McG Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

e La prise d’empreintes (md

génomiques n’implique '»
pas de Séquen cage &./\\ Cells/infected tissue

nucléotidique . | — |I}}|ﬁ>

1 o JIU0E
\ Preparation S
e Deux P rinci P ales } Isolated DNA Zgzb"s Amplification
approches existent: & |
1)P0|ym0rphlsme de Cluster analysis
longueur de fragments *\\. o W%

de restriction (RFLP) et _ [
2)rep-PCR (BOX-PCR, A g
ERIC-PCR et REP.PCR). |~

Classification/

identification

Electrophoresis

Dr. Robert H. A. Coutts
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Réaction de polymérase en chaine

Si on connait la séquence de certaines portions d’un
géne ou d’un fragment d’ADN d’intérét, on peut
I’amplifier en conditions in vitro. Cette procedure
s’appelle la réaction de polymérase en chaine (PCR
ou polymerase chain reaction en anglais).

Etapes de la réaction:

1)Dénaturation (95°C)
étape qui dénature les deux fragments d’ADN

2)Hybridation (température variable) étape ou les
amorces s’hybrident a leurs séquences

complémentaires

3)Elongation (72°C)

Extension des amorces par ’ADN polymérase

Amplification of target sequence

Original target
double-stranded DNA
B - 3

(a)

= Separate strands
== = and anneal primers.

i 5' 3
B} Primer2 Primer 1

3

Extend primers.

© MYV VoV v vy e—
~_ Complementary

Complementary to primer 1
toprimer2  __ AN
a3

5

Separate strands
and anneal pimers.

AV A A AAVAVAVAVAC R
(d) New primers
5 ===\ 3

Extend primers.

© N AR

Variable-length Unit-length
strands _ strands
INNANNNANNN—
s ATAA A AA AT A A A A

Separate strands
and anneal primers.

@ o
5 == AANNANANNAN 3
Complem.anlarg_ ~—_ Complementary
o primer = e
3 ANNNNNAN—— g 10 primer]

Extend primers.

 AANANNANAN—— 5
¢ = NN 3
@ & =
3 ANNNANNNN—— 5
5 = AN 3
Desired fragments
{variable-length strands not shown)

And so forth
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Les enzymes de restriction

Enzymes qui clivent ’ADN
Reconnaissent des sequences nucléotidiques spécifiques

léreenzyme decouverte chez Haemophilus influenzae en 1970
Différentes enzymes sont disponibles commercialement

Nomenclature: Bam!|
B premiere lettre du genre bactérien (Bacillus)

am

(amyloliguefaciens)
représente la souche ba

| premiere enzyme deécouv

lettres de '’espéce bactérienne

Some restriction enzymes

Enzyme Source organism

Restriction recognition site in
double-stranded DNA

Structure of the cleaved products

(a)

|

EcoRI Escherichia 5 =G—A—A=T—T—C— —G 5 ST
coli ] —p -
—C—T—T—A—A—G—5' —C—T—T—A—A 5 6—
t 5' overhang
{
Pstl Providencia 5 —C—T—G—C—A—G— —€—=T—G—C—A 3 G—
stuartii ] —s
—G—A—C—G—T—C— 5’ —6 3 A=C—G—T—C—
t 3’ overhang
‘ -
Smal Serratia 5 —€—€—C—6G—6—G— =C==% 6—G—G—
marcescens [ ] R —
—G—G—G—C—C—C— 5 —6—6—G c—c—c—
t Blunt ends
(b) |
Haelll Haemophilus 5 "H'.“—C" == 5C-Cc—
aegyptius —C—C—6—G—'5" e s [l
t Bluntends
{
Hpall Haemophilus 5' BTG =Cc C=G=G—
parainfluenzae ] .
=0t 5 =Gr=G—C 5’ =

t

5' overhang
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Séquencage des proteines :

e Déterminer la sequence en acides amines
de proteines ayant la méme fonction.

e Méthodes indirectes:

o Comparer la mobilitée électrophoréetique des
orotéines.

o Déeterminer les propriétés immunologiques des
proteines.

o Comparer des propriétes enzymatiques.
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Résolution taxinomique des différentes
techniqgues moléculaires

Copyright @ The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

Family Genus Species Subspecies Strain

16S rDNA sequencing

Mol% G+C

DNA-DNA hybridization

Multilocus sequence typing

Whole cell protein profiling
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L’évolution de la phylogénie microbienne

e Chronometres moléeculaires
o Les séquences d’acides nucléiques et de protéines
changent avec le temps et sont considerees comme des
chronometres moléculaires.
o Ceci est basé sur I’hypothese qu’il existe une horloge de
I’évolution.

Les séquences changent au cours du temps sans que
leurs fonctions soient perdues ou fortement modifiees.

On suppose que de tels changements sont neutres en
terme de sélectivite.
Le nombre de changement augmente de facon linéaire
avec le temps.
e Problemes avec les chronometres moléculaires:

La vitesse du changement des séquences peut varier.

= Différentes molécules ou diverses parties d’'une méme molécule
peuvent changer a des vitesses différentes.
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Les arbres phylogéneétiques

Noeuds = Unites
taxinomiques
(i.e., espece ou genre)

_ Branch
/

/. ——Nodes

Noeuds terminaux = 9 D
Organismes vivants

Arbres racines =
C Comporte un

! noeud qui sert

d’ancétre

commun
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Créer un arbre phylogénétique a partir de do%e&s
moléculaires S,

Hydrogen
oxidizers

Thermotogales

Green
nonsulfur

Deinococcus

e Aligner les séquences.

e Déterminer le nombre de
positions qui varient
entre les séquences.

Cyanobacteria

Proteobacteria

e Exprimer cette différence
e i.e., distance évolutive =ty

-~ Serpula hyodyeenierive. SPirochetes
llini

Chlamydia
Planctomyces

Green
sulfur

o Utiliser cette mesure de r
différence pour créer un , g Sy
arbre phylogén étique_ [ ”mc:“’f,‘m:""“"“ Gramposmves

- fexitis

P {7
. e f:z;;*m Thigh G+C
fam chorury . llow G+C
P gl
Clostrid Yplicurn
[ eicaw
e Clostridium ramomnm
r— FRacitiay exbrilis

L Tactis
L"I__{— Lactobacillus carei
: “ 23




Les transferts génétiques horizontaux

e Un transfert génétique horizontal considérable a lieu
a I’'intérieur et entre les domaines.

e Le pattern de I’'év«
n’est donc pas auss
qu’on ne l'avait d’
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Le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology

e Travail détaillé comportant des descriptions de

toutes les especes procaryotes actuellement
identifiées.

e Lapremiere edition du Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology

e Principalement phénétique.

e Ladeuxieme edition du Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology

e Principalement phylogénique plutét que phénétique.
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La phylogénie des bactéries (Bacteria)

Copyright © The McGraw-Hill Companies, inc. Permission required for reproduction or display.

Aquifex pyrophilus Aquificae
2 5 P h I a —————— Thermotoga maritima : Thermotogae
y : — Deinococcus radiodurans “Deinococcus-Thermus”
_{—‘— Thermus aquaticus
L T Ch! ro‘ﬂg;_(_u'svayr‘qpt‘r"q_c:us : Chlorofiexi
; : Actinobacteria
. (High G + C gram positives)
Fusobacteria
Firmicutes
. (Low G + C gram positives)
Anabaena cylindrica
—_E Synechococcus lividus Cyanobacteria
Oscilatoria sp.
=0 Chlamydia trachomatis Chlamydiae
Planctomyces maris Planctomycetes
Chlorobium limicola Chlorobi
T Flexibacter litoralis
Cytophaga aurantiaca 2
Flavobacterium hydatis Bacteroidetes
Bacteroides fragilis
Fibrobacter succinogenes Fibrobacteres
Borrezm’;gega ori lidurm Spirochaetes
T Campylobacter jejuni ] A
L Helicobacter pylori e-Proteobacteria
Desulfovibrio desulfuricans. T
Bdellovibrio bacteriovorus &-Proteobacteria
Myxococeus xanthus o
Rickettsia rickeltsii 7
_l_—'— Caulobacter crescentus «-Proteobacteria
Rhodospiriflum rubrum i Proteobacteria
Vibrio cholerae _
l .r: Escherichia coli y-Proteobacteria
Pseudomonas aeruginosa Ul
Neissei A =
_Emcaﬁgenes denitrificanfs | p-Proteobacteria
Nitrosococcus mobilis | - 26







A. NUTRITION BACTERIENNE.
Définition
Les bactéries se nourrissent :

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

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

* Plusieurs types de bactéries secrétent des enzymes digestives qui leurs

permettent d'absorber certains constituants alimentaires plus ou moeins
complexes .




e
Besoins nutritifs des bactéries

+ Les bactéries se nourrissent a partir des aliments présents dans les milieux de
culture el dans des conditions physico-chimique bien precises

= les besoins nulritifs des bacteries sont de deux types :

* Besoins élementaires * Besoins specifiques

- eau,
- une source d'energie,

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

- gléments minéraux .

|t

- facteurs de croissance

e




Diversite de types trophiques

Source d énergie

/N

lurmineuse chimique MOrganique  organique  Imorganique organique
trophe trophe trophe trophe autotrophe héterotrophe

: photolithoautotrophe, photoorganoheterotrophe,
chimohthoautotrophe, chimioorganohéterotrophe

(muixotrophes) : photolithohétérotrophe,
photoorgancautotrophe, chimiohthohétérotrophe, chimworgancautotrophe

% o




e A. Besoins élémentaires

Selon la nature des besoins nutritifs, on deéfinit différentes categories de

bacteries : ce sont les types trophiques

1) Source d'energie

- [urr[iére

Phototrophes

¥ ¥

photolitotrophes pholoorganotrophes

[ |

donneur d'électrons donneur d'électrons
= Composé Minéral = COMpOSE& organiqua
Ex : bactérias

ulfureuses, Ex : bactéries pourpres
;Q“[ptgg at yarins Nrn sulfi e isss

|

- Oxydation d'un
Compose chimique

Chimiotrophes

chimialilotrophes chimioorganotrophes

|

|

donneur d’électrons _dw d'électrons
= Composé Minéral = COMPOSA organiqua

Ex : bactéries Ex : bactéries sulfo-

o




2) Source de carbone

Le carbone est 'element constitutif le plus abondant chez les bacteries .

Selon la source de carbone on distingue :

r'llr. \

heterotrophes

|
" ¥

Autotrophes

Se développent en milieu inorganigue Exigent des composés organigques
CO2 = seule source de carbone Pour se reproduire
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2) Source d'azote

« La synthése des protéines nécessite des substances azotées .

dules de Rhizobium|
sur des racines

« La source d’azote peut étre :

* L'azote moléculaire :

- bactéries vivant en symbiose avec
des léegumineuses (Rhizobiom)

- bactéries jouant un réle dans .
la fertilisation des sols. (Azotobacter) \\

Azotobacter \_

{;' composés inorganiques (ammoniac, sels d'ammonium, nitrites, nitrates)

* sources organiques (groupements amines des composés organiques

Chez la majorité des bactéries




3) Elements minéraux

- Le souffre et la phosphore sont particuliérement importants .
" Le soufire ast présent dans certains acides aminés (groupement

thiol) et il est incorporé sous forme de sulfate ou de composés

souffrés organiques.

* Le phosphore fait partie des acldes nuclélques, 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'"équtlibre
physico-chimique de la cellule

- e fer, le manganése, le molybdéne, le calcium, le vanadium ou le cobalt sont des
oligoéléments nécessaires a des concentrations trés faibles .

.
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B. Besoins specifiques = facteurs de croissance

= les bactéries capables de croitre en présence d'eau, d'une source
d'énergie, d'une source de carbone, d'une source d'azote et d'élements
mineraux sont qualifiees de prototrophes.

= Les bacteries necessitant, en plus, un ou plusieurs facteurs de croissance
gu’elles sont incapables de synthétiser sont dites auxotrophes

Définition




Nature des facteurs de croissance

Les facteurs de croissance Besoins quantitatifs
- des bases puriques ou pyrimidigues, 1 “g"ml
10 pg/ml
- des acides gras,
* des acides amines, 10 !"Ig"rml
- des vitamines (coenzymes, precurseurs 1 IJQJ'ml

de coenzymes, groupements prosthetiques

de diverses enzymes)
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* 8i 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 synthetiser ce facteur : c'est le phenomene de Syntrophie

Exemple : la culture sur la méme boite de :

* Heemophilus spp = bactérie auxotrophe au facteur V (NAD)

* Staphyloccoque = bactérie productrice de NAD

Donne une culture en satellite de Haemophilus spp _/'




Un exemple de syntrophie
Croksmmo S sooehe de fluosmpdn'n spp. exizmole o fosear ¥

Enssvmencioment de la soache
e Himmegetifos spp. exlpcmrk on
= lehon 'V

Efscmchocineal on St Jung,
souche de staphylocogues
prodheecrios de MAD 4 favlour )

Aprde mcubation, lu oulure do b senche de Hoaconepliber spp, n'est cbeerede qefi
|_:u|-:h.i|ill.,’l flos baw el inmm et elier Ly wossps fae ll‘.'fﬂ!i‘l:!ht'hﬂllll'i




<

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 bacterienne

- Eau

- température

. pH

- OXygéne

- pression osmotique

a) Eau:

représente 80 % des constituants cellulaires,
* indispensable au développement

* solvant des nutriment et agent des reactions d'hydrolyse

J/
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b) Tempeérature
* Elle influence aussi bien la multiplication que le metabolisme bactérien

* Les difféerentes especes bactériennes ont une tempeérature

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

1 Bactérie meésophile
o -
1
...
¥
" .'E 25 | Tnpl ]'mn
b L—I.l-_ S - ..—_....: e e e

- - * i 16 o0 b 1] L =0
LSS ST S S T E — Tae pefaf e & L —"H‘




¢) Le pH

* Il influence I'équilibre ionigue du milieu, les réactions métaboliaues

Et I'activite enzymatique

Les milieux de culture doivent avoir un pH .
favorable a la croissance de l'espece recherchee.
C'est la raison pour laquelle ces derniers contiennent  «:

Geéneéralement des tampons (ex : K;HPO, , KH.PO,) sk

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

- Acidophiles (1- 4)
- Neutrophiles (5,5 - 8,5)

- Basophiles (alcalophiles) (8,5 a 11,5)




d) oxygene

=

* En fonction de leur exigence en oxygeéne, on distingue 4 types respiratoires

de bactéries :

- Aerobles stricts : exigent I'oxygeéne libre pour leur croissance

- Aero-anaérobies (anaerobies facultatives) : capables de croitre avec

ou sans oxygene libre.

- Anaerobies stricts : ne peuvent pas se multiplier en présence

d'oxygene libre

- Microagrophiles : se multiplient en présence d'une faible

tension d’'oxygene




'/_ * Mise en évidence du type respiratoire des bactéries

i 7 o .
u -

Adrulrre Swnomdrubis MAuopo—mnasmdsa om Flicmadvophils
A il e A for e A rre
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aprv IF s opeen s ¢ pennonre e ddy cloppeiomt on ancdrobiose doe conalaes bacirios adrmblos
LM s Flrraaleeiosiule EEE

Le milieu o plus ot thed e Iﬂp&hﬂ viande -Ffole. Ce mrillea e eould dons des mibes lomgs: ot

R Liita, AR EreoreC Caacinl. e Tals sanl s gl fos doanks win Boip-esarin Doamilbeet Juaend
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* La plupart des bactéries sont insensibles a la pression osmotique

(protegee par la paroi rigide)

* Seules les bactéries marines adaptees a une concentration de 35 g/l de
NaCl sont sensibles aux variations de ce parameétre.

-Selon cette sensibilite on distingue

e} La pression osmotigue

- les non-halophiles : (NaCl < 0,2 M) (entérobactéries)

- les halophiles : 0,2 <NaCl<5,2 M (Ps. Marina, Halobacterium saﬁnariunfil

- Les halotolerants : NaCl elevee (Staphyloccus)




Geneéralites sur les Milieux
de culture

* La mise au point des milieux de culture est une étape importante
En microbiologie

* C'est grace aux milieux de culture que |'étude des bactéries

Est passée du simple examen microscopique a l'isolement,

et de la a l'identification de bactéries




Definition

Le milieu de culture doit apporter a la bacterie un melange
equilibre de tous les nutriments nécessaires, a des
concentrations qui permettent une croissance optimale, c'est
a dire :

* ni trop faible, sinon le milieu s'appauvrit vite et la bactérie

cultive mal :

« ni trop forte sinon le milieu devient vite toxique.

N /
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* La composition du milieu de culture varie a l'infini.

* Elle est choisie en fonction du but a atteindre et des
besoins requis par la bacterie

* Le milieu peut etre liquide ou solidifie par addition d’Agar :
C'est une substance extraite d'algues marines et qui possede

la propriete de fixer une grande quantite d'eau d'ou

gelification.




-

CRITERES DE CLASSIFICATION R
DES MILIEUX DE CULTURE

1) Composition chimique

Naturels on -Eumplc'.ti's Semi-.ﬁ}nthél:iq s

-8 l:umpusitiun L'hinﬁqu: non Miliew s}'nthi-tirtu:r +

défime

(Extraits de Matiére

Extrait de Levure

Exeml;ﬂe:ﬁhﬂtndn

ﬂrgnniqun + 'I:]u:nﬂe] Kristensen

—.EI!']]].I]'IH: Gelose nutritive

-Types:

Extraits de Levure
Pepiones pepiques
Peptunes trypsiques

T l'.:‘umpasitiﬂn i:h.imi-r.'l:bu
bien définie

E.tcm.llla Citrate

de Simmons




LES MILIEUX D'ISOLEMENT DES COQUES
LR BM: Apticase soja

Gampasi.ﬁ.an.

Peptone trypsique de caséine
Peptone papainique de soja

Chlorure de sodium

Agar (gelose)

ED

pH=72

Non exigeants

_"‘.Hll

15g
|. «Sourcede CetN
59 |
5g + Source minérale
15g
gsp 1L

microorganismes

=




2) Consistance

- milieu liquide (ex. bouillon de Clark Lubs)
- milieu solide ou gélose (ex. gelose Chapman)

- milieu semi-liquide ou faiblement gelose (ex. milieu-
Mannitol-mobilite).
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3) Utilisation

* les milieux usuels ou de base (ex. gélose nutritive , bouillon
nutritif)

* les milieux enrichis (ex. gelose au sang , Bouillon pour
Hemoculture )

* les milieux selectifs ou électifs (ex. gelose S3)
* les milieux d'identification (ex. milieu TCBS)
* les milieux de conservation

* les milieux de transport

\ J




Exemples de milieux de culture
Et
Etude de leur composition




Milieux de culture




Milieux de culture

Preparation nutritive destinée a la croissance de
microorganismes en laboratoire

Peuvent étre liquides ou solides
Milieux synthétiques
Milieux complexes




Milieu solide

Milieu liquide auguel on ajoute un agent de solidification tel que
I’agar-agar

[’agar-agar est un polysaccharide extrait d’une algue marine.
C’est un gel qui est a I’état solide a une T° de moins de 60°C et qui
se liquéfie a 100°C.

Permet donc I’incubation a des T° élevees.

N’est pas une source nutritive pour les bactéries

Permet d’obtenir des colonies 1solées



Milieux synthetiques

* Milieu qui doit fournir une source d’énergie et des ¢léments
tels que le carbone, I’azote, le soufre, le phosphore et des
facteurs de croissance.

 La composition chimique de ce milieu est connue.



Milieux complexes

« Aussi appeles milieux empirigues.

 Contiennent des ingrédients dont la composition chimique
est indéterminée.



Ingredients des milieux complexes

Extrait de levure ( source de vitamine B)
Extrait de viande ( vitamines et facteurs de croissance)
Peptones ( source d’azote)

Sang (éléement nutritif +observation des propriétés hemolytiques de
certaines bactéries)

NaCl : isotonie
Phosphates: tampon
Eau : hydratation du milieu.



Ingredients (suite)
Indicateurs de pH

- Indiguent une activité enzymatique qui
produit un métabolite acide ou alcalin

pH Acide | Alcalin
Rouge de phénol 6.8a | jaune rouge
8.3
Rouge de méthyl 4.2a | rouge | jaune
6.3
Bromothymol bleu 6.0a | jaune bleu
7.6
Bromocrésol pourpre 5.6a | jJaune | pourpre
6.8




Milieux enrichis

» Contiennent des substances
organiques complexes ( sang,
Infusions, extraits de levure).

e Permettent la croissance des
bacteries plus exigeantes.

Ex : gélose au sang




Gélose sang (composition)

Infusion de cceur de boeuf

Peptone

NaCl

Agar

Sang defibriné de mouton ou de cheval en concentration de
5a10%

Utilité: visualiser I’hemolyse

10



Types d’hémolyse

» Alpha (o) : hémolyse
Incomplete (partielle)

e Zone verdatre autour de la
colonie

11



Types d’hémolyse

« Beta (B) : hémolyse
complete (complete)

e Zone transparente
autour de la colonie

12



Types d’hémolyse

 Alpha prime (o) : double hémolyse
- hémolyse o tout prés de la colonie

- hémolyse B qui1 entoure 1’hémolyse o

" Gamma (y) : absence d’hémolyse

13



Milieu sélectif

e Inhibe la croissance des bactéeries indesirables et stimule
celle des microbes recherchés
 Contiennent des agents inhibiteurs ( Ab, sel, colorant)

Ex : cristal violet et sels biliaires dans la gelose
MacConkey

14



Milieu differentiel

~ « Facilite la distinction entre les
colonies de la bactérie
rechercheée et les autres
colonies présentes sur le méme
milieu.

15



Milieux selectif-différentiel

« Possede les caracteristiques des milieux selectifs et
differentiels

Ex : MacConkey
mannitol salt

16



Gélose MacConkey
composition

« Peptones

 Lactose ( sucre) : élement
differentiel

e Sels biliaires et cristal
violet : éléments sélectifs

« NaCl

« Agar

« Rouge neutre: indicateur
de pH

o Utilité: isolement et

distinction des bactéries
Gram (-)




Geélose Mannitol salt
Composition

Extrait de boeuf

Peptones

NaCL 7.5% : elément selectif
Mannitol: élément differentiel
Rouge de phénol: indicateur de pH

Utilité: isolement des bactéries halophiles comme les
Staphylocoques.

18



Milieux d’enrichissement

« Milieu liquide

« Donne des conditions favorables a la croissance
d’un seul microbe donn¢ ce qui en favorise la
multiplication
Ex : milieu selénite utilise dans les spécimens de

selles pour favoriser la croissance des salmonelles
et des shigelles au détriment des autres bacteries

présentes.

19



Milieux de transport

 Utilisés pour assurer la survie des microorganismes fragiles
présents dans les specimens cliniques pendant leur transport

« Milieux pauvres en nutriments.
Ex : Stuart-Amies

20



Milieux et méthodes de culture des

anaerobies

- On doit utiliser un milieu

réducteur tel que le
thioglycolate de sodium.

* Lorsqu’on utilise une

boite de Petri, on utilise
une jarre pour placer les
bacteries en atmosphere
anaerobie.

21



Jarre anaérobie

Procedes permettant la culture
des microorganismes anaerobies

e 2 génerateurs :
- borohydrure de sodium (H,)
- bicarbonate de sodium (CO,)

 Catalyseur : chlorure de
palladium

 Indicateur : bleu de
méthylene
e Composition finale de 1’air
ambiant : 10% H,
5% CO,
85% N,

22



Méthode de culture en CO,

Utilisée pour la culture des
bactéries aérobies nécessitant
une concentration de CO2 plus
elevée que celle de
I’atmosphere( bactéries
capnophiles).

On peut les cultiver soit en
etuve, en jarre a chandelle ou
par la méthode des sachets.

Le but est d’obtenir des
conditions semblables a celles
du tube digestif ou du systeme
respiratoire ou se développent
des bacteries pathogenes.

23



Méthode de culture en CO,

 Jarre a chandelle : jarre etanche avec une chandelle
allumee qui consume I’O,.

» La chandelle s’éteint lorsqu’on atteint I’atmosphere CO.,.
« Methode du sachet: acide citrigue

bicarbonate de sodium
Concentration finale en CO, : 10%

24



Preéparation d’une culture pure

« But : obtention de colonies isolées

Colonie : masse visible a I’ce1l nu de
Cellule mére . ) )
bactéries qul prowennent toutes

| e e”ulesﬁ s : | d’une méme cellule mere (clones)
"*ﬂ)’l r‘@”‘l Technique la plus courante :

) g T E méthode en stries

25



Outils du microbiologiste

26



Méthode des stries

INCLINER LA BOUCLE
D'INOCULATION A BO°
ET FAIRE CHALIFFER LE

FILAMENT AU ROUGE SUR

TOUTE 5A LONGUEUR

REFROIDIA POUR
10 SEC AVANT
USAGE

27



Technigue des stries

28



Aspect des colonies
(macroscopie)

CIRCULAIRE IRREGULIERE FILAMENTELUSE RHIZOIDE

ELEVATION

CONVEXE BOMBEE PLATE BOSSUE EN FORME DE CRATERE

REGLILIER ONDULE FILAMENTELUX BOUCLE

29



Gélose-sang

Aspect des colonies

30



|1-La croissance des microorganismes



® Définition de la Croissance

Généralement cest l'accroissement de tous les composants d'un
organisme.

Chez les organismes pluricellulaires, il y a augmentation de taille.
Chez les bactéries augmentation du nombre de cellules.

Cet accroissement est donc synonyme d une multiplication bactérienne.

Chez Escherichia coli , toutes les 20 min environ, 1 bactérie donne
naissance a 2 bactéries identiques

C'est I'augmentation coordonnée des différents constituants cellulaires mais
c'est aussi la division de la cellule en deux cellules filles identiques. La croissance

comprend en fait croissance + reproduction.




Il Croissance et cycle cellulaire

La croissance d'une bactérie implique la croissance coordonnée des
constituants cellulaires. Ceci se fait dans un ordre précis déterminé.
Ex . Escherichia Coli

A partir d'une certaine taille,
le plasmide se réplique

Plasmide

Allongement cellulaire
( création de membrane +

réplication des constituants ) Séparation au

niveau du septum

C'est le cycle cellulaire ou le cycle de division cellulaire. Il dure pendant le
temps de génération ou le temps de doublement.
Ex : Pour E. Coli, le temps de génération est de 20 minutes.



A. Mesure de la croissance bactérienne
1) Dénombrement des cellules
La croissance est liee au nombre de cellules. On peut le déterminer par :
g Comptage total
g Dénombrement des cellules viables ou UFC ( Unités Formant Vivant )

|  Méthodes pour le comptage total :
Z Utilisation de la cellule de Thoma :

- Injection d'un petit volume entre la lamelle et I'espace
- Comptage au microscope du nombre de cellules par carreaux puis conversion en

unité de volume.




® Méthodes de mesure de la croissance
I- Principe

Détermination du Nombre
. —_—
ou de la masse bacterienne NO

Bactérie W

N

Milieu de
culture

N.B. Durant la croissance la T°C et l'aération doivent étre respectées




2-1. Mesure au nombre de cellules

» Nombre de cellules totales

v" Cellule de Thomas
v" Dispositif électronique (Compteur Coulter)

» Nombre de cellules viables
v" Sur milieu solide

v" Sur milieu liquide

2-2. Mesure de la masse

» Mesure du poids sec: (P. frais d'1 bact.= 1,5 10712 g)

> Dosage de |'azote total (14% du poids sec).

» La turbidimetrie: consiste a mesurer le trouble bactérien.




Lamelle de verre
a insérer entre
les deux verres

Espace
contenant la culture
et gravée d’'un

cadrillage

Piéce de verre



La turbidimétrie

Une suspension cellulaire, traversée par un rayon lumineux, disperse la
lumiere (absorbe) et la quantité transmise est réduite par rapport a la
quantité émise.

Ceci est mesuré a |'aide d'un spectrophotomeétre.




Cuve a
spectrophotométre

R
7

Source de
lumiere

Lumiere réfléchie
(absorbée)

I <1,

Toute suspension bactérienne
obéit a la Loi de Beer Lambert :

DO=logIo/I=F1C=KC

> = constante d'absorbance
| = distance traversée par le rayon (1 cm)

> et | sont constantes, donc DO proportionnelle a C

La longueur d'onde utilisée pour la suspension bactérienne est
comprise entre 550 et 660 nm (spectre d'absorbance).




©® Constantes et expression de la croissance

La croissance d'une bactérie est définie par 2 constantes:

» Le temps de génération

C'est le temps qui sépare 2 divisions successives (= temps
nécessaire au doublement de la population).

G=t/n

t = femps de croissance (connu) et n = nombre de divisions

Ex. chez E coli : G = 20 min

» Le taux de croissance

C'est le nombre de divisions par unité de temps.

H= n/t donc W= 1/G

[ est exprimé en nombre de divisions/unité de temps




Xpression mathematique de la croissance

Temps nombre de Bactéries

— 2“ N”

(n = nombre divisions et N,=nombre de bactéries a t;)

N =2" N, (avec p=n/tet n=pt)donc N=2M N,




© Repréesentation graphique de la Courbe de
croissance

La croissance bactérienne est représentée par un graphe :

N=f(t) ou DO = f(1) ou autres

=" Représentation arithmétique: N =1 (t)

A 1, correspond Ny (ordre 10° a 109)
A t, correspond N;= 2N, (2 10°a 2 10%) avec t;- t,= &

A 1, correspond N, = 4N, (4 10°a 4 10°) avec 1,- 1= G
Courbe:

Nombre éleves posent un probléeme pour une échelle arithmetique




xpression logarithmique

N =2"N, (avec p=n/tet n=pt)donc N =2" N,

logN=1og 2" N, = (n=put) = JogN=

m logN=log2"'+logN, = logN=

_Ug 2N,

{IDUN

\/

y=ax+b <& Equationd’une droitc 4= Constante

¥

Pente de la droite:




= Représentation logarithmique

Courbe: log N = f (temps)

Echelle

: : log N
logarithmique A

( log N, i

ity

Echelle
arithmetique

)

X

L
temps

O Tracer la courbe sur un papier semi-logarithmique




Temps Nombre bactéries
en heure mi

0 1,1 108
3] 1,8 108
10 3,1 108

15 54 10°
20 9,2 10°
25 1.2 10’
30 1,4 10°
35 1,55 10°
40 1,6 10°
50 1,65 10°
60 1,65 10°




® Détermination théorique des parametres

IUgN A

Pour G, prendre N2 =2 NI
log N, =2 x log Nj ooy

onaalors G =12 - {1l

log N, f---eumesy

A 1 }
L1 t2 temps

log N2 - log N1
Pour calculerji: p = — = Ou = 1/G
(t2 - t1)log 2

Eviter de prendre en considération le No.




% La croissance n'est pas toujours exponentielle.

Justification:

E coli,a 37°C, G est de 20 min
p=1/6=1/20 = 0,05 div / min = 3 div / heure

Apres 48 heures de croissance exponentielle et si on part
au to d'une seule bactérie (Ny= 1):

LogN=utlog2+logNo LogN=3x48x0,301=43344
Le nombre de bactéries est: N=2,2 10 bacteries.
Le poids 1 bactérie = 1,5 1014 g

la masse bactérienne = 3,3 1031g soit 3,3 10%° fonnes

(poids de la terre = 5 10%! tonnes)




@ Les phases de croissance

loe N %

Phase stqﬂnnnnira

v phase de déclin

s

Phase exponentielle{ Phase de déccélération

Phase de latence

-

------- Phase d'acceleration

>
temps




=" La phase de latence

> Pas de croissance, No = Constant et donc: p=0

causes:
- L'dge des bactéries
- La composition du milieu de culture

=" La phase d accélération

» Début de croissance, le nombre bactérien augmente 4 > 0

causes:
début d'adaptation des bactéries au milieu




=" La phase exponentielle

» C'est |la phase physiologique idéale pour la croissance

» Le temps de génération & est minimal
» Le taux de croissance y >0, maximal et constant

» Sur papier semi logarithmique: phase exponentielle = droite
(relation proportionnelle entre le log N et le temps).

Log N= ntlog 2 + log No

(équation d’une droite: Y = ax + b)

» La phase exponentielle dure généralement quelques heures.




= La phase de ralentissement

»Taux de croissance y diminue

» L'augmentation de N dans le temps est plus faible que
durant la phase exponentielle,

» Le milieu devient moins favorable a la croissance.

=" La phase stationnaire

» Il n'y a plus de croissance: gy =0
» Nombre de cellules viables est constant:

Equilibre entre cellules qui meurent et celles qui apparaissent
ou méme nombre de cellules viables sans division ni disparition.

causes:
v |'épuisement du milieu de culture,
v |'accumulation de métabolites toxiques,
v I"évolution défavorable des conditions physico-chimiques




=" La phase de declin

» Le taux de croissance est négatif (u< 0).

» Les bactéries ne se divisent plus, beaucoup meurent
et certaines sont lysées

» Cette phase est visible ou pas selon la méthode d'étude:
nb bacteéries viables (toujours) /turbidimetrie (si lyse)




©® Variation de [ pendant les phases de croissance

u = 1(t)

( 1 = max et Constant)

' u > 0) mais en diminution
(pn>0)
(p=0)

(n=0)




as particuliers de croissance
9 1 Cas de /a diauxie

Croissance dans 1 milieu synthétigue en présence de 2 substrats carbonées.

Exemple: croissance d'E coli en présence de glucose et de lactose
log N 4
lactose

Synthese denzymes
(Opéron lactose)

*

lemps




9.2. Croissance synchrone

On peut amener les bactéries a se diviser au méme moment, ce qui
donnerait une croissance synchrone.

Par choc thermique chez Salmonella typhimurium : les bactéries sont
incubées alternativement a une température de 25°C pendant 28 min,

puis a 37°C pendant 8 min

log N 1

-

K==

oy
25°( /

o
o
[‘-\_\.
y
25°C /

2R IH,]' 78 IHI 7R

%
-

[Cmps

Pgo !

La courbe montre une série de paliers successifs




9 3 Croissance continue

Dans les conditions habituelles de croissance, la phase exponentielle
ne peut durer que quelques heures.

Expérimentalement, on peut mainfenir une culfure en croissance

exponentielle pendant plusieurs heures voir plusieurs jours.

Pour cela, il faut renouveler constamment le milieu de culture tout
en éliminant les produits résultant du métabolisme cellulaire.

C'est le principe des fermenteurs industriels.




Fermenteurs industriels




10.2. Facteurs physico-chimigues:

< Effet du pH sur la croissance

La majorité des bactéries proliferent en milieux neutres ou
légerement alcalins. (fampons /exp: K2HPO4 et KH2PO4).

Il existe des bactéries présentant des tolérances particuliéres au pH:

Certaines exigent des pH bas: on parle de bactéries acidophiles
cas de Thiobacillus thiooxydans qui a un pH optimal de |'ordre de 2

Inversement, les bactéries qui exigent un pH éelevé sont dites des
basophiles exp: Vibrio a un pH optimal de 9

Les bactéries ne se developpant qu au voisinage de la neutralite sont
dites neutrophiles.




= Effet de la température sur la croissance

Les limites de température entre lesquelles les organismes vivants
peuvent croitre sont:

- 5°C : point de congélation de |'eau dans les cellules vivantes

+ 80°C : thermolabilité des protéines et des acides nucléiques

Selon la température optimale de développement, on distingue:

Types T° min T° opt T° max
Psychrophiles -15°C +10°C + 20°C
Mésophiles 54 10°C 30a37°C | 404a43°C
Thermophiles 40°C 42 a 55°C 60 a 80°C

A 37°C: Gde E coliest de 20 mn, A 42°C: G devient 50 mn




< Effet de la pression osmotique sur la croissance

La bactérie accumule dans le cytoplasme une concentration élevee
en substrats

|
PO int > PO ext

Si forte augmentation de | osmolarite du milieu extracellulaire

=) risque d'efflux d'eau ™ plasmolyse

g

inhibition de processus vitaux: biosynthése de macromolécules,
réplication de I'ADN etc... : arrét de croissance,

pour éviter cela, la bactérie doit ajuster sa pression osmotique
interne a une valeur supérieure a celle du milieu externe,

C'est lI'osmorégulation: accumulation de K+, d'acides aminés, sucres etc...




Selon ce pouvoir d'osmorégulation, on distingue 4 groupes de bactéries

Halophiles modérés Pediococcus halophilus 230205 %

Halophiles extrémes Halobacterium 5a36 %




111- Le métabolisme microbien



1. Définitions

Le métabolisme bactérien = ensemble des réactions chimiques*
(catabeligues et anabeoliques) qui se produisent au mveau d'une

cellule bactérienne®
* Ces réeactions assurent I’élaboration des constituants bactériens et

leur fonctionnement

* L'étude du métabolisme bactérien permet de définir des caracteéres
d'identification biochimigue qui représentent des critéres essentiels

dans la classification (ou Taxonomie) bactérienne.

\




ALIMENTS

Réactz’ois cataboliques

MOLECULES SIMPLES

! ! !

METABOLITES ATP DECHETS
INTERMEDIAIRES

Reactions anaboligues

CO.\I-I!OS.&\'TS ,\l\'ill,n E TR.&!SPORTS (perm éases)
CELLULAIRES
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* Les reactions cataboligues permettent a la bactérie de
convertir les aliments mis a sa disposition ( Proteines ,

Lipides , Polysaccharides) en molecules organiques simples

ou en metabolites intermediaires , avec production d’'energie
sous forme de liaison phosphate (ATP)

* Les reactions anaboliques sont les voies de biosynthese
que la bacterie emprunte a partir de ces moléecules simples
pour synthetiser des macromolecules intervenant dans la
structure et Ia funt:tmnnamant bacterien .




2. Enzymes bacteriennes

Le déroulement de toutes ces réactions nécessite
I'intervention de catalyseurs appelés Enzymes.

Enzvmes exoceilulaires oo exoenzyvmes | Enzvmes endocellulaires on endoenzymes

sont sécretées dans le milieu
extérieur

- permettent la dégradation des
macromolécules

{ex : amylase. caseinase)

-responsables du pouvoir pathogéne
(coagulase, ADNase, exotoxines)

- sont en solution dans le cyvtoplasme

- participent au métabolisme intermédiaire de la
cellule

(&X : B-gnlactosidase, enzyvmes de la glveolvse,
efc.).




3. Métabolisme énergétique h

Pour satisfaire leur besoin en énergie, deux voies principales s’offrent aux
bacteries

A. Phototrophie

- C'est la photosynthése bactérienne (chromatophores avec
bacteriochlorophylie)

- Caracterise les bactéries phototrophes (photosynthetiques)

- La difference avec la photosynthese des vegetaux supeérieurs :
- ne libére jamais d'oxygene libre,
- les donneurs d'électrons sont soit de I'hydrogene,
soufre, jamais l'eau comme chez les plantes

- Conduit a la libération d'ATP aux dépens d'ADP et de phosphate
i[‘tlnrganiq ue




=
La réaction caractéristique de ce phénomeéne est :

Lumiére

CO2 +DHZ s CH20 +D + H20

DHZ = donneur d'éléctrons

Selon la nature chimique de DH, on distingue deux types
trophiques :

- DH, mineral — photolithotrophie.
- DH, organique — photoorganotrophie.




o
B. Chimiotrophie

- La plupart des bactéries sont chimiotrophes.

- L'énergie est tirée de la dégradation d'un composé chimigue
(organique ou inorganique)

- Le meétabolisme géneral comporte trois etapes :

* digestion des macromolecules en moléecules simples
a I'extérieur de la cellule (glucides —— Glucose)

* degradation des molécules simples pour donner des
meétabolites intermeédiaires (pyruvate, acetylCoA) et de |'énergie (ATP)

* degradation totale des metabolites intermédiaires en
CO2 et H20 avec une grande production d'énergie (ATP)




i 5

- Les reactions chimigues energétiques sont essentiellement des reactions
d'oxydo-réduction.

- Un donneur d’hydrogene (DH.) est oxyde en D avec libération
d'energie, c'est une oxydation.

Oxydation DH2 (donncur dhydrogine
-2H* ]
-7e

-_-__-}
D (produit oxydée) + Energie

- Un accepteur d'hydrogéne A est réduit en AH.,
c'est une reduction.

Réduction A (accepteur dhydrogens)
+2H i +2e

AH2 (produit reduit)

- ces reactions sont couplees

Somme

DH,+A =~ D+ AH
g ¥ | F i 2 F AN,
ADP + Fi ATP




Nature du donneur d’hydrogene DH2

Le compose organique (DH2) peut étre :

* un hydrate de carbone (surtout le glucose) source la
plus importante d'eénergie

* un acide amine
* un acide gras

* un alcane

« une base purique ou pyrimidique




Il existe 3 principales voies enzymatiques , a localisation cytoplasmique ,
qui oxydent le glucose en acide pyruvigue (= plaque tournante du
metabolisme)

« La voie d'embden-Meyerhof ou voie des Hexoses-Diphosphates ,
voie comparable a la voie de la glycolyse des étres superieurs . Elle
aboutit a la production de 2 moles d’ATP par mole de glucose.

« La voie des Hexoses-Monophosphates ou voie des Pentoses-
Phosphates ou Shunt oxydatif ou cycle de Dickens-Horecker . Elle produit|
1 mole d’ATP par mole de glucose.

« La voie du 2-céto-3-deoxy-gluconate ou voie d’Entner-Doudoroff est
assez propre aux microorganismes . Elle ne produit pas d'ATP.

* A




Exemple du métabolisme du Glucose

GLUCOSE

ou voie des Pentoses Phosphates voie d'E ntuer-Doudorof

d (O ATP)
(1 AT ou voie des Hexoses diphosphate

t\ RS r-'l L7 /1 /"//,»

\ e\ (2 ATP)
\ /

/ =
/ ' | .
vole des Hexoses-monophosphate
voie d'Embden-Meyerhol

|
/
/

PYRUVATE
PLAQUE TOURNANTE DU METABOLISME

"o \\ i\-4
vV / N f
K. i ot

b —

RESPIRATION (OXYDATION)

FERMENTATION




3.3. Types metaboliques

Selon la nature de I'accepteur d’hydrogene, on distingue
2 types metaboliques :

REEFiI‘E tion Fermentation

H.L':ipﬁ-.al:.iﬂu acraobie ﬂu]:lir.:ll:.i on anacrobie

Si Si
*A = composé inorganigue :
* A = oxygine oxygéné nitrates, sulfates, * A= m::nh"':c‘ujt organigue
e lcitin, el [ermentescible
(sucre, acides organique, adde
Ou amine, purine, pyrimidine,

ctc)

*A = compose organigue

non fermentescible
{Humm.t:, acctate, ctc)




La Respiration est 'ensemble des voies meéetaboliques au
cours desquelles :

- I'accepteur d’électrons et d'H2 dans les reactions redox est soit I'oxygeng

moléculaire (Respiration aérobie) ou des composés oxygenes
inorganiques ou organiques non fermentescibles (Respiration anaérobie).

- Ces voies sont liees a la membrane cytoplasmique de la bacteérie
(présence d'une chaine respiratoire membranaire).

- L'energie est produite par phosphorylation oxydative et libérée par palierg
via une chaine de transfert d'electrons

- Le bilan energetique est éleve.
e |:'_'_‘:':. NAD" FPH

i e

A
%:‘.rf]ﬂﬁi.a DH FP
\ ATP .

L2202

i tx
b
aF e MIO




3.3.1. La respiration

Schéma géneéral de la respiration

Glucose
,‘wa’“' - Partie commune & la respiration et la fermentation
Pyruvate
o o )2 {accepteur final)
. o ‘a - T, .
"’ s ﬁf\w | 3{1 \5;{&.) Cré Respiration AEROBIE
Acetyl COA »/ Krebs "; NADH +4% 02
T tH
c.:}:'j/‘! ,\l-\D
= §§: L§ e (\ 0‘ {accepteur final)
\A;" W - \
emarque i 4 ,j CJ Respiration ANAEROBI
+H

NO2

Le Pyruvate est le punn u auouussement vunge ue wues s

voies de dégradation du Glucose et des voies d'oxydation de
nombreux acides aminés. |l est transformé en Acetyl~CoA par

décarboxylation oxydative.




Le cycle de Krebs

* L'Acetyl~CoA reagit avec l'acide
oxaloacetique pour

former de I'acide citrique .

Il s’en suit une succession de réactions
d'oxydation et de décarboxylation ,
avec reductions de NAD en

MADHZ couplées aux réactions
d'oxydation .

* Du point de vue énergétique , chagque
tour de cycle de Krebs produit une

ST
. e
M 1
LS o,

FElg*H_ T — S
molecule d'ATP par molécule d'acide B :l\ s
pyruvique oxydee et des coenzymes ety —*#—J
réduits supplémentaires (4 NADH+H® et . 7
1 FADH,). e :

s
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Devenir des coenzymes réduits produits par le cycle de Krebs

Tous les coenzymes réduits (4 NADH+H* et 1 FADH,) produits
sont réoxydeés au niveau d'une chaine respiratoire permettant une

production supplémentaire d'ATP par phosphorylation oxydative.




= C’est un processus essentiel de transfert d'energie.

- I'energie est fournie a partir du transfert du flux d'électrons libérés
par les catabolites du metabolisme intermediaire a I'oxygene.

- L'energie est fournie par I'oxydation des atomes d’hydrogene (somme
protons plus electrons) recuperes des coenzymes reduits (NADH, H",
FADH.).

- De I'eau est produite a partir de I'hydrogene et de 'oxygene, au terme

de la chaine des reactions d'oxydoreduction denommee chaine
respiratoire.




n.““
B ey gure
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* une chaine d'oxydoréduction transportant protons et électrons
des coenzymes réduits vers l'oxygéne (C'est la chaine

cytochromique de transfert des électrons)

* un meécanisme de phosphorylation assurant la synthese
d' ATP a partir de 'ADP catalysé par I'ATP synthetase
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La respiration se fait donc en 2 etapes :

1) Le cycle tricarboxylique de Krebs , avec libération de CO2 par
oxydation couplee a la reduction de 3 NAD+ et de 1 FAD+ par tour de
cycle .

2) La chaine respiratoire avec coenzymes de déeshydrogénases ,
Quinones et Cytochromes

Selon I'accepteur final d’electrons et d'H2 , on peut distinguer :
1) Dans la respiration aerobie , I'accepteur final est I'O2
2) Dans la respiration anaerobie , I'accepteur final est un compose

inorganique ou ionique (NO3- , fumarate)




La fermentation a ete definie par Pasteur comme la
« vie sans air »;

- C'est une oxydation biologique au cours de lagquelle
I'accepteur final d'H2 et d'e = compose organique fermentescible.

= Elle se déroule dans des conditions d'anaerobiose
- Les voies fermentaires se déroulent au sein du cytoplasme bactérien. -

- L'energie est produite par Phosphorylation au niveau du substrat.

= Le bilan éneraoétiaue st reduit.

SH2 S’




- la degradation des molécules nutritives n'est pas aussi pousseée que
pour la respiration.

- Il y a moins d"ATP forme dans le cytoplasme.
- Mais par contre il y a apparition de nouveaux produits qui s'accumulent

- Selon les bacteries, ces produits vont étre differents et vont caracterisef
des especes dites "fermeniaires”.




Fermentation du Glucose

- La premiére étape comporte les différentes voies du metabolisme
intermeédiaire qui aboutissent au Pyruvate .

- Puis viennent les reactions de réduction du Pyruvate qui differentient
les bactéries fermentaires car elles conduisent a des produits finaux
divers , soit uniques soit plus souvent mélanges .

- selon la nature des produits finaux de fermentation, On distingue

plusieurs types de fermentation :




ermentation Alcoolique

/)
/)

Fermentation

Acides complexes
{Ewnpiﬁ/:&tm!hac‘encsp
N
el \“\

-~ —
- 2 voies "

~
_ possibles
‘\\‘\v/"//’
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'~ by e L
\ ‘I .\ o
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* la fermentation Acides c:mplex:s

C'est le type de fermentation le plus répandu chez les bactéries.
Elle peut se présenter sous 2 formes possibles:

2 molécules de Prruvate

Co2
Pyruvate Acetolactate

F Liciize Lacetslactate decarboxylase

AceniCoA C Acetyl.methel carbinel su Acetoine ;‘

Acety] Phosphate Pbesp hoenol-prruvat: ~butanediol.d eshydrogénase

| l | 23 Butanédiel
dcetate Acetgldryde Onalo-Acetate

anl Sucldnae saue des Enterobacteries
VP* Llsteria monocytogenes, la
plupart des Vibrio et Aeromonas

CO2-H2




Fermentation lactique

On distingue 3 modeles:

- : retrouvee chez les Streptocoques : C'est
une fermentation sans production de gaz et s'accompagnant d'une

diminution importante du pH du milieu

- : retrouvee chez les Lactobacilles,
Comprend une production importante de CO2 et un pH bas

- : retrouveée chez des bacteéeries du genre
Bifidobacterium , s'accompagne de la production d'un meélange d'acide
lactique et acetique.




Fermentation Alcoolique:

C'est une fermentation retrouvee chez les champignons et les
cellules végetales

Fermentation Butyrique :

Elle aboutit a I'Acetate | le Bulyrate, HZ et COZ et qui est
retrouvee chez les dits Saccharolytiques
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|- Définitions

+ La génétique bactérienne est la science de
I’hérédité et de la variabilité chez les bactéries.

+ Génome bactérien (= somme
des genes d’une bactérie)
est le support matériel de I’'hérédité.
+

Gene: est I'unité fonctionnelle de l'information
génétique.



I-1. Génome bactérien

Chromosome Plasmides
bactérien circulaire Milliers pb
4millions pb

Bactérie

#Ce chromosome est circulaire, composé de deux chaines polynucléotidiques et
porte les génes essentiels a la croissance.

#Les plasmides sont des molécules d'ADN bicaténaire, circulaires et
cytoplasmiques, de petite taille (5 a 4000 fois plus petit que le chromosome), se
répliquant d'une maniére autonome (indépendamment du chromosome) et non
indispensables au métabolisme normal de la cellule-héte.

#Les plasmides peuvent conférer certains avantages aux bactéries, comme la
résistance a des antibiotiques ou des facteurs de virulence.



I-1. Génome bactérien

e Génotype: toutes les informations
génétiques codées par le génome bactérien.

* Phénotype: somme des caracteres observés
apres l’'interaction du génotype avec
I’environnement.



|-2. Hérédité et variations génétiques

% Variabilité génotypique

eChangement soudain, transmis aux descendants, produit
par deux mécanismes:

Mutations
Transfert d’ADN provenant d’un donneur étranger (par
transformation, conjugaison, ou par transduction).

* Variabilité phénotypique
eInduite par l'interaction du génome avec les facteurs de
I’environnement :
Est réversible et n’est pas héréditaire;

Est basée sur le controle de la transcription du gene et dela
traduction d’ARNm dans la synthese protéique
par l'induction ou répression de ces genes.



I-2. Hérédité et variations génétiques

transferts horizontaux de
mutations génes

Variabilité du génome bactérien




Dans la nature, il existe deux moyens pour les microorganismes de transférer le
patrimoine génétique :

CELLULE I s CELLULE FRAGMENTS D'ADN LIBRES
ANMALE B TR MORTE
y ,;_',: 3 I N
Awr e ke %
éffr GENE B i BACTERIE BACTERIE TRANSFORMEE
ke \;,' 5 el X ¥y \Pe
e g 3 : bt
i e iy § 5
iﬂt é‘tﬁ{}" ’ 4 o 3 4 i
ﬁ_{_,,, il e L0l TRANSMISSION BE.
k HORIZONTALE

& ¢

tg WV cennes O BACTERIES BACTERIES FILLES

S T RIS i FILLES PORTANT UN GENE ANIMAL
Transfert vertical de génes Transfert horizontal de génes

e|e transfert « vertical » de génes qui se fait entre un « parent » et
sa descendance.

e|e transfert « horizontal » de genes qui a lieu entre deux
organismes
‘distincts’.



lI- MUTATIONS



lI- Mutations

Stabilité caractéres héréditaires
SI MAINTIEN

. Intégrité génome bactérien
agressions

physiques
et chimiques

n

U

Altération ADN

@ réparation par:

- excision-resynthese,

- recombinaison
$ - SOS

Si la réparation échoue =@ mutations événements rares, héréditaires

Systemes enzymatiques de réparation

apparition de mutants

= cellules différentes du type sauvage par un ou plusieurs caractéres permettant leur sélection.
ex : marqueur d’auxotrophie ou résistance a un antibiotique



II-1. Définition

La mutation est un changement:
Spontané ou provoqué par un agent mutagene, Héréditaire

(stable),

Brusque (discontinu), Rare (10-6a 109),
Indépendant dans les caracteres d'une bactérie,

Lié a une modification du génome bactérien (ADN).

Cette modification se traduitpar l'apparition d’un
nouveau caractere transmissible a la descendance.



lI-2. Caracteres des mutations

1. Spontanéité (hasard) ou induction

"Les mutations spontanées apparaissent sans exposition a des
agents extrémes.

Cette classe de mutation peut résulter d’erreurs dans la
réplication d’ADN ou de |'action d’éléments mobiles, comme les
transposons. &

=Tout agent qui endommage directement I'ADN, modifie sa
chimie ou interfere en quelque fagcon avec son fonctionnement,
induira des mutations.

Ces agents dits ‘mutagenes’ augmentent |Ia
fréquence des

mutations (3.104).

lls peuvent étre physiques (lumiere UV, rayons X) ou chimiques

(analogue de base: 5-bromouracile ; agent d’intercalation:

orange d’acridine). &



Transposon
&

DNA Transposon

0/__‘,-'_ I

End Gene for Another
sequence transposon gene
enzyme
Transposon
enzyme -

Transposon is cut out

and inserted at

new location
Transposon

Q_‘N

Disrupted gerie

Bacterial composite transposon

Genes for
Inverted transposition Structural genes
Repeats
L-h_____,rJ L _ A
-\-\-_‘-\__\_\_\-_\-\- _'-'--_'_'___I—'
"—\-\__\_\_ ——
— _'_'_'__,_o-'—"-'_'-
Inverted 15



lI-2. Caracteres des mutations

2. Discontinuité

eLa mutation est un phénomene discontinu encore appelé du «tout
ou rien ».

eLa mutation ne s'effectue pas a la suite d'une longue période
d'adaptation progressive, avec des formes intermédiaires, mais
habituellement en une seule étape.

3. Stabilite

eDans une population de bactéries sensibles a la streptomycine,
quelques cellules sont résistantes.

eLa nouvelle propriété acquise est transmise de génération en
génération: le mutant résistant a la streptomycine peut étre cultivé
de multiples fois sur un milieu sans streptomycine en conservant son
nouveau caractere.

eOn dit que la mutation est un phénomene héréditaire et stable.



lI-2. Caracteres des mutations

4. Rareté

eLa mutation est un phénomeéne rare qui n'affecte qu'une
faible fraction de I'ensemble des cellules bactériennes au sein
d'une large population.

*On définit ce phénomene par le taux de mutation, qui est la
probabilité pour une bactérie de muter pendant le temps
d’une génération.

Le taux de mutation est de l'ordre de 10-6a 10-°.

ele taux de mutation ne doit pas étre confondu avec la
fréquence des mutants, qui est la proportion de mutants
trouvés dans une culture a un moment donné.




lI-2. Caracteres des mutations

5. Spécificité et indépendance
*En général, les mutations sont spécifiques d’un caractere déterminé.

eCependant, elles sont indépendantes, c’est-a-dire qu’une mutation ne nr

pas |'aptitude d’une bactérie a subir une autre mutation affectant un
caractere.

eExemple: Escherichia coli : lact his*

Mutation lac*--> lac; taux= 10"
Mutation his*--> his-; taux= 10

Probabilité d’avoir une double mutation lacthis*--> lachis-
107x 106= 10-13



lI-3. Types des mutations

Microlésions Macrolésions
changement d’une seule paire de nucléotides, ou \
de I'addition ou de la délétion d’'une ou deux Mutations plus grandes mais
paires de nucléotides dans les régions codantes moins fréquentes
d’un gene

Les plus petites

Elles comprennent les insertions, les
délétions, les inversions, les duplications et
les translocations de grandes séquences

l nucléotidiques.

Elles n’affectent qu’une seule paire de
bases en un endroit donné.

Mutations ponctuelles




lI-3. Types des mutations

A- Mutations ponctuelles

.1. Microdélétion : Il s'agit de la perte d'une
paire de bases.

2.Microinsertion (Microaddition) : Il s'agit du
gain d'une paire de bases.

3.Substitution: Il s'agit de la substitution d'une

paire de bases par une autre a la suite d'une

erreur durant la réplication. On distingue deux
m types de substitutions:

Transition : substitution d'une purine (A, T) par
m une purine ou d'une pyrimidine (C, G) par une
pyrimidine.

Transversion : Substitution d'une purine par
1ine nvrimidine o111 invercement



lI-3. Types des mutations

B. Macrolésions

|l s'agit de mutations qui affectent
une séquence de bases.
On distingue plusieurs catégories:

1.Réarrangement : la totalité de I'ADN
est présente apres ce type de
mutation:

+ Inversion : inversion d'une séquence,

+Translocation : excision d'un
fragment puis sa réintégration dans
un autre endroit.

2.Duplication : un segment d'ADN est
présent en double.

3.Délétion : perte d'un fragment



lI-2. Types de mutants

Les mutants sont des cellules différentes du type sauvage
par un ou plusieurs caracteres permettant leur sélection

Mutants Mutants
morphologiques nutritionnels

Mutants résistants
aux antibiotiques




1I.2.a. Mutants morphologiques

e Les changements intéressent les capsules, flagelles, la paroi, les
pilli, les cils, les dimensions de la cellule, etc.

e Exemple : le pneumocoque capsulé S est virulent. Un mutant de
pneumocoque non capsulé de type R perd sa virulence;

2 types de pneumocoques

— g

S (smooth) R (rough)

Capsulé Non Capsulé

! !

Virulent Non virulent



11.2.b. Mutants nutritionnels

Ce sont des mutants qui acquierent ou perdent un caractere
biochimique (fermentation d’un sucre, dégradation d’un
acide aminé, etc.)&.

Les mutants auxotrophes forment un des groupes les plus
étudiés. Ces mutants dits déficients, exigent la présence
dans le milieu de culture d'un ou plusieurs facteurs de
croissance que n’exigent pas leurs parents, les prototrophes.



11.2.b. Mutants nutritionnels

Figure 11.2.b : des bactéries de type sauvage capables d’utiliser du lactose
comme source d’énergie (lac+) se colorent en rouge en présence du colorant
indicateur. Les cellules non colorées sont des mutants (auxotrophes)
incapables de métaboliser le lactose (lac-). <>



Les types sauvages et les mutants

Les bactéries de type sauvage sont ST .
prototrophes: elles peuvent former SikEp  PomeOqueplo ol Uied
i in Bacterial Genetics

des colonies sur un milieu minimum,
un substrat qui ne contient que Character or phenotype associated

2 R Symbol with symbol
des sels inorganiques, une source _ =S e
y - . . bio Requires biotin added as a supplement to minimal
de carbone pour I’energie et de I'’eau. i
Les clones (individus d’une colonie arg” Requires arginine added as a supplement to mini-
descendant tous d’un ancétre mal medium
met Requires methionine added as a supplement to

génétiqgue commun) mutants peuvent

= : Sl . minimal medium
etre identifies parce qu’ils sont

; lac™ Cannot utilize lactose as a carbon source
aUXOtTOpheS: |IS ne pOUSSGm paS gal Cannot utilize galactose as a carbon source
tant que le milieu ne contient pas un st Resistant 1o the antibiotic streptomycin
ou plusieurs nutriments spécifiques st Sensitive to the antibiotic streptomycin
De p'us |es Organismes Note: Minimal medium is the basic synthetic medium for bacterial

s

growth without nutrient supplements.

de type sauvage sont sensibles a
certains inhibiteurs tels que la streptomycine, tandis que des mutants résistants
peuvent former des colonies malgreé la présence de substances inhibitrices.



11.2.b. Mutants nutritionnels

Tableau 1: quelques symboles génétiques utilisés en génétique bactérienne

Caractére ou phénotype associe

Symbole au symbole

bio~ A besoin de biotine en plus du milieu minimum

arg A besoin d'arginine en plus du milieu minimum

et A besoin de méthionine en plus du milieu minimum
lac Ne peut utiliser le lactose comme source de carbone
gal Ne peut utiliser le galactose comme source de carbone
stre Résistant a 'antibiotique streptomycine

str* Sensible a 'antibiotique streptomycine

Note: le milicuy minimum est le milicu synthétigque élémentaire gui
permet la croissance des bactéries sans addition de nutrimments,




1l.2.c. Mutants résistants aux antibiotiques

e Les antibiotiques sont des substances naturelles,
synthétiques ou semi-synthétiques qui inhibent (effet
bactériostatique) ou tuent (effet bactéricide) les bactéries.

paroi bactérienne : , plasmique : polymyxines
B-lactamines, glycopeptides, fosfomycine ;

‘ e > 2 iy - -
S
,l//

{
Inhibition de la synthése .
protéique : tétracyciines, Inhibition de la synthése ou du

aminosides, chloramphénicol, fonctionnement des acides
macrolides, acide fucidique, linézolide nucléiques : quinolones, sulfamides

rifampicine, S-nitroimidazolés, nitrofuranes

Figure 11.2.c : Modes d’action des antibiotiques



1l.2.c. Mutants résistants aux antibiotiques

Bactéries deviennent résistantes aux antibiotiques

Méﬁons | Acquisition de nvx génes lors de
cvomoromiques | transers genétiques

1.En devenant imperméables a I'antibiotique ;

2.En modifiant le site d'attachement de I'antibiotique (ex: au niveau des
ribosomes).

3.Par exportation active grace a des transporteurs membranaires appelés
pompes d’efflux.

4.Par synthese d’ enzymes dégradant I'antibiotique (ex.: B-lactamases) ou le
modifiant, le rendant ainsi inactif (ex: acétylases ou glycosylases).




1l.2.c. Mutants résistants aux antibiotiques

Antibiotic-resistance
genes

Antibioctic-
efflux pump

Antibioctic

Antibioctic Plasmid
degradtng
enzyme &

O~

Antibiotic- Anbbictic
altering 1
enzyme | O

B>

Antibiotic

9 w

Bacterial cell

Figure Il.2.c : mécanismes de résistance aux antibiotiques



Ill. Variations génétiques par
transfert de matériel
géneétique



lll. Variations génétiques par
transfert de matériel

génétique &
e Trois principaux mécanismes d’échange
génétiques chez les bactéries:

Bacterie
receptrice

1. Transformation
Bactérie + ADN libre

2. Conjugaison
Bactérie + Bactérie

3. Transduction
Bactérie + Bactériophage

* Exogénote: matériel génétique transféré
* Endogénote: matériel génétique propre




l1l. 1. Transformation



l1l.1.a. Définition

e Transfert génétique au cours duquel un
fragment d’ADN bicaténaire, libre et nu est
capté par une bactérie réceptrice compétente

avant d'étre éventuellement intégré au
chromosome.

. ____..L_""-.,._:H,.I._ b
b TRANEF ORMATION




l1l.1.b. Découverte de la transformation

En 1928, Griffith = travaille sur le transfert de la virulence de la bactérie
pathogéne Streptococcus pneumoniae. @D

Injection de pneumocoques del
souche S virulentes capsulées et
colonies
d’aspect lisse dites « Smooth »

qui forment des

Injection de pneumocoques de
souche R non virulentes
dépourvues de capsule et qui
forment des colonies d’aspect
rugueux dites « Rough »

B L
r-_{}
2o

l‘? '}Ef;‘

a:f q' ‘;
g T B
S strain

(a)
R strain oggo
?o\_
N
NN - s "
Mouse lives

(9)

Mort par
pneumonie des
souris

o Ry

- Mouse dies

Survie des souris @D



le pneumocoque capsulé S est virulent. Un mutant
pneumocoque non capsulé de type R perd sa virulence; @D

2 types de pneumocoques

= T

S (smooth) R (rough)

Capsulé Non Capsulé

! !

Virulent Non virulent

de



l1l.1.b. Découverte de la transformation

injection de pneumocoques
de souche S tués par la
chaleur

injection de pneumocoques
de souche S tués par la
chaleur et de souche R
vivantes non virulentes
dépourvues de capsule

/1:;'. (4 1 1
22 — 9 Survie des souris
o 2o 5
it < R
By  ; . = 0:.

e Nt T i =
S strain l
Dt Pas d’infection, Absence
B s de pneumocoque
Rvncucad
(€)
oggaﬁ strain Mort par
\ o
‘;aa 3 ‘?__{5\\\\ pneumonie
Ba /. » des souris
C9 5 2 e
9905 J p f‘ . ] . | . "W
‘5055 ' /A Mouse dies

Infection, présence de
pneumocoques S vivants

f i
S strain 3
heat-killed

Y Gl

Griffith donna le nom de transformation a ce changement de bactéries non
virulentes en bactéries virulentes pathogénes.

Quel est I'agent responsable de

cette transformation??



l11.1.c. Découverte du Principe transformant

Par la suite, Avery et MacCarty = identifient le constituant responsable
de la transformation et I'appela « principe transformant »
1.préparation d’extraits de pneumocoques virulents

v

2.mélange des pneumocoques R non virulents avec les extraits traités et observation

Kill
o E : Z\‘ ——

- s /‘//// \ \\:\\ = =0
Polysaccharides Lipids RNA Protein DNA

! ! } ! '

LIVE R CELLS
} | } ' N
& @ & & o O

A\

Seul I'ADN est capable de changer les cellules R en cellules S

» L/ADN est donc le porteur de I'information génétique requise pour la transformation ou
conversion du caractére R en S.

» Le « principe transformant » est constitué d’ADN




l1l.1.d. Conditions de la transformation

la transformation dépend :

4+ 1) d’'une part des bactéries et de leur aptitude a recevoir de I’ADN :
notion de compétence;

+ 2) d’autre part de I’ADN transformant et de ses propriétés.



l1l.1.d. Conditions de la transformation

1. Développement de la compétence de la cellule réceptrice

**L’ADN ne peut pénétrer que dans des cellules dites compétentes.

s L'acquisition de la compétence se produit a une fréquence faible de 'ordre
de 10-3soit 1 cellule sur 1000.

="\

Compétence naturelle Compétence artificielle




Compétence naturelle

Bacillus subtilis, Gram +
Bactéries naturellement streptococcus spp, Gram +

compétentes Haemophilus influenzae, Gram -
Neisseria spp, Gram-

Elles ont la capacité de capturer I'ADN libre présent dans I’environnement.

= Chaque espece se transforme selon des procédés particuliers :

ex: le pneumocoque exige de I'albumine et un pH de 7,6



I11.1.d. Conditions de la transformation
2. Les propriétés de 'ADN transformant

= |l doit étre bicaténaire : double brin, libre et nu.

= Sataille et sa concentration jouent un role important (1/300éme du génome)

| H
—_— 107
E
“ |
= I
= @ 106
SE o I
- S0
Ese l
-_"'_1-5 105
525 '
-— O |
=
E 104 |
= I
=
|
103 & : =R RE S
10-7 10-6 10~-5 10—+ 10-3 10-2

Concantration of str' DNA (mg/mil)

1 Le nombre de bactéries transformées augmente proportionnellement a la quantité d’/ADN
jusqu’a une concentration de 10-3 mg/mL, puis, au dela, on passe un seuil de saturation.

O Les cellules n’incorporent donc qu’un nombre limité de particulestransformantes.



lll.1.e. Etapes de la transformation

Complexe fixant

ADN |1b‘0 p -:z' I-ADN

e Nucléotide

Membrane -
cytoplasmique /
ADN libre | s
issu d'une / ;
bacténe Enzyme dégradant
morte ‘ \ I"ADN
\ Y
! 7 Bactérie ADN
Chromosome ‘ P transformeée  transféré
' —— " J ' ” -:a f -
E‘T»Q,V“«, 3*‘!1 D, (C \é""ﬂa\ Loy 22 sy \ ’,“
e —
& A pndl %&J&‘%M _,-‘;
(a) (b)

Figure 111.2: une bactérie au cours de la transformation

.1. Apparition de I'état de

compétence;

.2. Fixation de ’ADN a la

surface de la bactérie;

.3. Pénétration de I’ADN

dans la bactérie;

4. La phase d’intégration par
Recombinaison ¢ o

a) absorbe de I’ADN libéré par une bactérie ‘ morte ou vivante’. Au fur et a mesure de

I’entrée de ’ADN au niveau des complexes de fixation a la surface de la bactérie
(agrandissement), des enzymes dégradent I'un des brins en nucléotides ; un dérivé de
I’autre brin peut étre intégré dans le chromosome bactérien (b).



Phase d’intégration par recombinaison

Phase d’éclipse = recherche d’une zone d’intégration au chromosome (séquence

similaire)

Si il la trouve : ’ADN exogéne est
intégré par recombinaison a
I’endogénote

U

_AATITTITR b

"

A~ L -
andonucBa6e CoUos v N
SNCINUCEASE COUCH X V’LL\. ]k¢-L_.

-

by d raceeu! P 4 N2 AN

LN A RN T B G (e

s o haatule / -,

A

Si il ne la trouve pas : I'’ADN est détruit
ou bien dilué au cours des divisions
cellulaires ultérieures :
transformation avortée

La transformation peut alors se
traduire par la modification d'un
caractere de la bactérie réceptrice.




lll. 2. Conjugaison



I1l.2.a. Définition

La conjugaison est un transfert d'ADN entre une bactérie
donatrice et une bactérie réceptrice, qui nécessite le
contact et I'appariement entre les bactéries, et repose sur
la présence dans la bactérie donatrice ou male d'un facteur

| Pont de conjugaison :
pilus sexuel



111.2.b. Mise en évidence de la conjugaison

En 1946, Lederberg et Tatum = meénent une expérience sur 2
souches mutantes poly-auxotrophes d’E.coli K12

|..AJva " (::ID
Mix |
&,
A :
met— bio— thr+ leu+ thi+ Mixture
= f T
Wash cells Wash celis

Flate ~ 108 cells Plate ~ 108 cells

MM MM

No met+* bio+ thr+ leu+ thi+

colonies

B

met+ bio+ thr— leu— thi—

]

Wash cells

Pilate ~ 108 calls

MM

No
colonies

coelonies C Prototrophic

Recombinants

*1 colonie pour = 108 bactéries
ensemencées = pas du a une
mutation spontanée ;

|l y a eu un transfert de matériel
génétique entre les deux souches et
recombinaison entre les génes
parentaux.



Bernard Davis = a utilisé : I'expérience du tube en U

Dispositif permet-
tant une aspiration
ou un refoule-
ment du milien

4 2N ~ Coton cardé

Souche A ‘ - Souche B

Filtre en
verre fritté

108 cellules 108 cellules
| 1

Absence de culture Absgence de culture

On /O

un tube en U séparé a la base par une
membrane en verre poreuse (0.22pm)

N

empéche un contact direct entre les souches

laisse passer les substances solubles (ADN

libre, nutriments) U

Les souches A et B sont placées chacune dans
une branche du tube, puis le milieu est aspiré
et refoulé plusieurs fois

~

Il y a donc nécessité d'un contact direct entre
les souches A et B pour qu’il y est transfert du
matériel génétique

Aucune bactérie prototrophe



agitation vigoureusement

7

L'agitation rompt le contact

Aucune bactérie prototrophe

Au microscope électronique, on observe le phénomeéne :

il y a contact direct entre les deux bactéries,

un pont cytoplasmique est établit entre les
bactéries conjugantes grace au pili sexuel




: ' Pont de conjugaison :
pilus sexuel

bactéries réceptrices de géenes = F-

bactéries donatrices de génes = F+ ) .
car dépourvues de facteur F (bactérie

possedent un facteur de fertilité femelle)

ou facteur F (bactérie male)

# le transfert génétique est unidirectionnel (polarisé); il se fait toujours de F+ vers F-.

® Donc, Les souches parentales F+ et F- n’ont pas le méme comportement lors du
croisement.

@ Elles ne jouent pas le méme réle, d’ou la notion d’une différentiation sexuelle.



l1l.2.c. Le facteur F

Le facteur F = gros plasmide conjugatif (94 500 pb) qui controle :
=sa propre réplication,

=son hombre de copies,

=son transfert

Les nombreux genes gouvernant le transfert sont situés dans I'opéron
tra:

-Des génes codent la synthése de pili sexuels (2-3
pilis par F+)

IS 3
-Des genes codent des protéines d’exclusion de surface Uiempéchent

I'attachement des pili sexuels et donc l'appariement de d@lix bactéries .
F+.

-Des genes permettent la synthése et le transfert de
I'ADN.

or’T oV
(origine de transfert)  (origine de réplication)



I11.2.d. Etats physiologiques du facteur F

Autonome

Intégré au chromosome
bactérien

Autonome avec des génes
chromosomiques

a) ¥

O

¢

O

Hir

T

1. Conjugaison entre
bactéries F+ et F-

2. Conjugaison entre
bactéries Hfr et F-

3. Conjugaison entre
bactéries F’ et F-



1. Conjugaison entre bactéries F+ et F-



1. Conjugaison entre bactéries F+ et F-

s ~ F= —

3 1O~ Iy 1O
.'-...". "--..“:

\‘ﬁ_—/l

| Ong

,o-'—\

G 5 e oA B TR
.., :." —— N —— b:." .:Qi
Ly 1O 7K O
\-‘—-...- \—.d YA / R~
| Una | U | Una | U

Union F+/F- grace aux pili sexuels et création d’un pont cytoplasmique Permettant le
transfert de ’ADN.

LADN plasmidique est entaillé a un site spécifique appelé origine de transfert et est
répliqué par un mécanisme de « cercle roulant ».

Un ADN simple brin passe dans le pont de conjugaison et entre dans le receveur ou
le second brin est synthétisé.

Le receveur devient F+, le donneur reste F+ .



2. Conjugaison entre bactéries Hfr et F-



Formation d'une bactérie Hfr

& 1
a il ‘Q;
= @:“, F:'%-:‘\lb
: v 1 b ¢ d a 2
= Hfr = - - e /777 I
=, J] Direction of transfer
'?\ ‘.'t') 4
™ g
J-:.r/://,;yf_’/z)
E. coli
chromosome

x Les bactéries Hfr dérivent de bactéries F+, le facteur F n'est plus autonome, il
est intégré au chromosome bactérien, on parle d’épisome.

x Hfr pour Haute fréquence de recombinaison car elles sont capables de
transférer des marqueurs chromosomiques avec une fréquence 1000 fois plus
importante.



2. Conjugaison entre bactéries Hfr et F-@

- — Hfr F-

Exconjugant

Integrated F

¥ —— T
; Exogenote ﬁmk“ e
F is integrated into the host chromosome \W ﬂ._:—r b—‘ ra~ =)
(a) Endogenote H I LT
Souche Hfr: Haute frequence de l

Recombinant
~lcr-xk"rntr’l—' 'l"-
T X I LI
& &;tmrmrfrrr?rr:n‘.}z?f‘
et b+ at f‘,
e

recombinaison. Une souche Hfr
résulte de l’'intégration du
facteur F dans le chromosome.

Figure 5-11
Introduction ro Geoethe Aaalys's, Nieth Edition
2 2008 W H.Freeman and Comparw

= - gr.:"i\,.‘ a7 b+ a+ 4\ Transfer of

| single-stranded
DNA copy

Transferred

|\ fragment
' converted
- into double helix

Lost

Double crossover
inserts
donor DNA

Exconjugant: Une cellule bacterienne ‘femelle’ qui vient de se conjuguer
avec une cellule bactérienne ‘male’ et qui contient un fragment d’ADN male.

esans interruption,durée transfert 120 minutes, tres rare, interruptions fréquentes.

eLe receveur reste F-, le donneur reste Hfr et il y a une forte fréquence de transfert

de genes chromosomiques du donneur.




3. Conjugaison entre bactéries F’ et F-



IFactcur 17 [ E——

Chromosome Hir

Excision normale ]

O

Facteur F

\ Exeision anormale

O

Facteur I

Le facteur F’

¢ Intégration du facteur F dans chromosome =
événement réversible, le facteur F peut retrouver son
indépendance.

+ 2 possibilités lors de I'excision :

- Excision correcte

- Excision incorrecte => le facteur F emporte avec
lui une fraction du chromosome

¢ Le facteur F possede alors toute l'information
génétique nécessaire a la conjugaison et en plus, il
porte un ou quelques marqueurs chromosomiques.

¢ Un facteur F ainsi modifié est appelé facteur sexuel
de substitution : F'.

excision normale ou anormale du facteur F




3. Conjugaison entre bacteéries F’ et F-

| ‘.. * ."s.'
i) Formation de paire Go O ; O
I

ii) Transfert d’/ADN : Ce processus est ooy \
similaire au croisement F+ x F-. P [ _
Cependant, comme le F’ porte * ¢

quelques genes chromosomiques ils
seront aussi transférés.

1t "t . '”..
*iii) Le F- devient F’, le F’ reste F’ O | O O — {Qo




111.3. Transduction



I11.3.a. Définition

La transduction est le transfert d’information génétique a partir d’'un
donneur vers un receveur via un bactériophage, dit transducteur.

= Dans la plupart des cas, le transfert de genes a lieu entre des membres de la

méme famille de bactéries.

# Cependant, si un phage particulier possede une large gamme d’hétes alors le
transfert entre espéces peut avoir lieu.




I11.3.b. Phages virulents et tempérés
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® La transduction résulte d’une erreur d’encapsidation :

Lors de I'assemblage des virions un fragment de génome bactérien est
encapsidé a la place de I’ADN viral.

Le phage devient transducteur, il est libéré lors de la lyse de la bactérie et
pourra injecté de ’ADN bactérien dans une autre bactérie.

Selon les bactériophages, la transduction est un phénoménel:
2. Spécialisé

restreint, localisé

1. généralisé

n'importe quel gene bactérien es le transfert ne concerne que quelques
susceptible d'étre transféré a un genes bactériens dont la nature est
bactérie réceptrice variable selon le bactériophage




.1. La transduction généralisée

i Elle est assurée par les phages virulents, qui au cours du cycle lytique
encapsident par erreur et de fagon aléatoire des fragments d’ADN de la bactérie.

Donor bacterium

phage composite = transducteur Pg;g:;;:;gmo %&“ ex de phages transducteurs :
//f&i\ w phage T4 et P1 chez E.coli et le
phage P22 chez Salmonella
y i Typhimurium.
iy S i e

Transduced bacterium Recipient bacterium

m Il se forme alors un phage composite appelé transducteur qui peut infecter

une nouvelle bactérie et lui transmettre un fragment de I’ADN de la bactérie

précédemment lysée.

m Dans la cellule réceptrice un évenement de recombinaison homologue qui
substitue ’'ADN du donneur a I’ADN du receveur peut avoir lieu.




.2. La transduction spécialisée ou restreinte

i Elle est assurée par les phages tempérés qui s’inserent
toujours au méme endroit sur le chromosome bactérien. e

% Et qui au cours du passage d’un cycle lysogénique a un
cycle lytique, peuvent se détacher du chromosome

bactérien.

m Pendant l'excision des phages, une erreur peut se
produire quand une partie de 'ADN de I’hGte est excisée

avec celui du phage.

M La transduction spécialisée se limite aux genes qui
délimitent 'ADN phagique inséré dans le chromosome
bactérien et se sont toujours ces mémes genes qui sont
transmis a de nouvelles bactéries transduites.

(b) Specialized transduction

Bacterial Prophage DNA
DNA

A" B

Bacterial cell has prophage
integrated between genes A
and B.

Occasionally, prophage DNA
exits incorrectly, taking ad-
Joining bacterial DNA with it.

\

@ 2
< v A@ﬁ/}@D

Phage particles carry bacterial
DNA (here, gene A) along
with phage DNA.

A

1g over

e

aw host cells, where
r) can occur.

Yinant - *
R s

itypes (A* B) different
or recipient (A" B").



Le cas le plus connu de la transduction localisée est provoqué par
le phage lambda de E.coli.

I possede un site d'attachement correspondant a un site
d'intégration situé entre les locus gal (nécessaire a l'utilisation du
galactose) et le locus bio (assure la synthése de la biotine). ¥

A CI A estun géne imphqué dans la maturation
J est un des genes codant pour une protéine structurale de la queue
Int code pour l'ntégrase
) nt A1 code pour l'excisase
P pr (1 est I'in des genes de régulation
—'1"—n
Recombinaison g4l att B bio
int lT int + xis
0 —

augmentation de la taille du génome dans cette région
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