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l. introduction

Ce dossier se propose d'étudier les micro-organismes. lls sont définis en biologie comme étant des organismes vivants
microscopiques. Dés 'Antiquité, on croyait & 'existence de ces « animalcules », invisibles jusqu’a I'invention du microscope.

Les caractéristiques de chacun des deux grands groupes de micro-organismes sont abordées : les eucaryotes possédant un
noyau et les procaryotes qui n'en ont pas. Les procaryotes se subdivisent en archéobactéries, bactéries primitives et
eubactéries, bactéries vraies. Les eucaryotes sont regroupés selon leur affinité : animale, végétale ou fongique.

Ensuite, la taille et les besoins des micro-organismes sont décrits.

Un chapitre est consacré en particulier aux bactéries. De tous les organismes vivants, les bactéries sont en effet les plus
répandues et celles dont la présence est la plus ancienne sur Terre. Elles sont présentes partout : sol, eau, air, dans les
systémes digestifs et peuvent survivre 3 des environnements extrémes trés agressifs. Elles sont également trés varides. Les
bactéries sont classées selon leur forme, leur métabelisme et leur besoin en oxygéne.

Peu de micro-organismes sont pathogénes, surtout depuis les régles de base de I'asepsie définies par Louis Pasteur. Leur
activité est méme essentielle a la vie sur Terre : quelques actions des bactéries sont exposées.

Il. Définition

Les micro-organismes sont des &tres vivants microscopiques, invisibles a I'ceil nu : ils doivent étre observés au microscope.
On appelle microbiologie, la science qui étudie les micro-organismes.

ll. Historique

Dés I'Antiquité, on croyait a I'existence d’agents infectieux transmissibles, invisibles a F'ceil nu. Les micro-organismes seront
observés pour [a premiére fois en 1677 par Antoine van Leeuwenhoek et son microscope.

A partir de 1857, Louis Pasteur met en évidence le role des micro-erganismes dans les fermentations lactique et aicoolique.
En 1884, Hans Christian Gram développe une technique de coloration (nommée « coloration de Gram ») qui permet la
classification des bactéries.

il faudra attendre 1928 pour qu’Alexander Fleming découvre les propriétés antibactériennes de la pénicilline ; puis 1997
pour que le premier génome bactérien {celui d’Escherichia coli) soit séguencs.

A. Antoine van Leeuwenhoek (1632-1723)

Antoine van Leeuwenhoek a amélioré le microscope en 1677, en polissant des lentilles 4 la main. Cet outil qui grossissait
300 fois a ainsi permis [a découverte des bactéries. C'est le premier & avoir étudié les micro-organismes et la biologie
cellulaire.

B. Louis Pasteur (1822-1895)

A partir de 1854, Pasteur étudie les processus de fermentation. Ses recherches s’étaleront sur 15 ans. Il constate, grice au
microscope, que toutes les fermentations sont I'ceuvre de micro-organismes : les ferments.

En 1862, grice & 'expérience du ballon «a col de cygne, il démontre qu’un liguide reste inaltéré en prenant la précaution
de le mettre & F'abri des micro-organismes. En revanche, si ce liquide est laissé & I'air libre, de nombreux microbes s’y
développent. ({C'est la découverte de la notion de stérilité d’'un milieu).

Louis Pasteur isolera 3 germes entre 1878 et 1880 : le streptocoque, le staphylocoque et le pneumocoque. En affirmant que
chaque maladie a son microbe et que celui-ci vient de I'extérieur dehors, Pasteur établit les régles de bases de I'asepsie.

En 1880, Pasteur travaille sur le choléra des poules. |l découvre que les animaux ne meurent pas si on leur injecte la culture
d’'un microbe vieilli. De plus, ces mémes poules inoculées quelgques jours plus tard avec une culture trés virulente,
demeurent en parfaite santé : elles sont vaccinées. Louis Pasteur réussit & affaiblir le virus de la rage en suspendant une
moelle contaminée dans un bocal dont I'air est asséché. Il applique pour la premiére fois, avec succés, son vaccin
antirabique a un jeune gargon, Joseph Meister, le 6 juillet 1885.
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Il recherchera ensuite les causes possibles des altérations du vin. Il démontre que les responsables sont des germes
bactériens parasites au processus de fermentation naturel. Il apprend alors aux industriels a ne travailler qu'avec des
germes purs et leur montre comment des instruments mal lavés deviennent rapidement le refuge de germes parasites. ||
invente une technique appelée pasteurisation. Elle consiste & chauffer le liquide quelques minutes a une température
située entre 55 et 60°C afin d’é&liminer les germes indésirables du milisu.

V. Classification et caractéristiques

On distingue les micro-arganismes procaryotes qui ne possédent pas de noyau, comme les bactéries et les Archaéa, et les
micro-organismes eucaryotes qui possédent un noyau, comme les champignons, les levures, les algues et les protozoaires.

A. Les procaryotes (voir quelques exemples en annexe 2)

1. Les archéobactéries

Les archéobactéries sont des bactéries primitives qui se distinguent des eubactéries (bactéries « vraies ») par certains
caractéres biochimiques comme la constitution de la membrane cellulaire ou le mécanisme de réplication de leur ADN
{Acide DésoxyriboNucléique).

Le groupe des archéobactéries ou Archaea ne comprend essentiellement que des espéces anaérobies, c’est-a-dire n'ayant

pas besoin d’oxygéne.

Elles sont trés diversificées. Certaines sont connues pour leur capacité a vivre dans des milieux extrémes et occupent des
niches écologiques gu’elles sont souvent seules 3 occuper comme les milieux trés acides, trés salés ou trés chauds. Par
exemple, Acidophilus thermophilus s’est adaptée aux conditions (acides et briilantes} de vie dans les geysers. D’autres
vivent dans des milieux plus courants comme le sol, la mer ou Fintestin des animaux.

2. Les eubactéries

On retrouve les bactéries dans notre quotidien, sol, nourriture...
Les bactéries sont traitées au chapitre V.

B. Les eucaryotes

Les eucaryotes ont un systéme membranaire interne enfermant des organites comme le noyau, les mitochondries ou les
vacuoles. Le noyau contient le matériel génétique de la cellule. Les mitochondries libérent I'énergie fournie par les
aliments : ce sont les centrales énergétiques de la cellule. Les vacuoles sont de petites cavités membranaires chargées
d’une multitude de fonction dont la décomposition de substances absorbées par la cellule {digestion).

Ils présentent un cytosquelette interne constitué de tubules et de filaments qui peuvent se contracter. ils sont essentiels
pour les mouvements internes et 1a division {mitose) de la cellule.

Les protistes regroupent les étres vivants mobiles et unicellulaires. Le régne des protistes se divise principalement en trois
groupes : les protozpaires 3 affinités animales, les protophytes a affinités végétales et les myxomycétes & affinité fongigue.
Voir quelques exernples en annexe 1.

1. Les protozoaires

lls se trouvent dans le sol, I'eau douce, I'eau de mer, mais aussi comme parasites des animaux et des Hommes,
Les protozoaires ne possédent pas de paroi cellulaire. Ils se nourrissent par endocytose : le protozoaire émet dans [a
direction de sa proie des protubérances cytoplasmiques {pseudopodes) qui I'enveloppent, puis les pseudopodes se
rejoignent, et la proie est alors enfermée dans une vésicule dans le cytoplasme-méme. Elle sera digérée grace a
l'intervention d'enzymes digestives.

Remarque : selon la taille du matériel absorbé, on distingue la pinocytose [ingestion de fluides ou de macromolécules) et la
phagocytose (absorption de grosses particules voire de cellules).

Parmi les protozoaires, on peut citer les amibes avec leurs pseudopodes, les ciliés qui possédent deux noyaux {macro et
micronucléus) et les sporozoaires qui sont des parasites.

2. Les algues

Contrairement aux champignons et aux protozoaires, les algues ont des pigments chlorophylliens. Ce sont des étres vivants
capables de photosynthése dont le cycle de vie se déroule généralement en milieu aguatique.

Les algues sont présentes dans le sol, les plantes, 'eau douce et 'eau de mer.

Elles sont autotrophes, c’est-a-dire qu’elles ont la capacité de produire de la matiére organigue en procédant a la réduction
du carbone minéral (dioxyde de carbone). Cela s'accompagne d'un prélévement de sels minéraux dans le milieu.
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La majorité des protophytes constitue le phytoplancton.

3. Les champignons

Les champignons sont présents dans le sol, les plantes, les débris végétauy, le lichen. Ils peuvent &tre parasites de FHomme,
des animaux et des plantes.

Les champignons sont absorbotrophes (ils se nourrissent par absorption). Ils secrétent des enzymes qui digérent des
polyméres dans le milieu extérieur : ce mécanisme chimigue transforme par exemple les glucides en petites molécules qui
sont ainsi absorbées.

Parmi les champignons on peut citer les levures. Ce sont des champignons unicellulaires qui provoquent la fermentation de
matiéres organiques animales ou végétales. Elles sont employées pour fabriquer le pain, la biére, le vin {dans ce dernier cas,
Saccharomyces cerevisiae intervient — cf Annexe 1).

4. Les lichens (association champignon-algue)

Un lichen est une association entre un champignon hétérotrophe (ascomycéte) et une algue verte (cyancbactérie). Cette
symbiose est durable et reproductible: elle donne naissance & de nouveaux individus.

Le champignon fournit le support, les sels minéraux et la réserve d'humidité, tandis que l'algue apporte les nutriments issus
de la synthése chlorophyllienne.

V. Taille des micro-organismes

Un microscope optique peut distinguer les objets de moins d'un micromeétre tandis qu’un microscope électronique peut
détailler ceux inférieurs a 0,1 nanométre {milliardiéme de métre).

La taille moyenne des cellules bactériennes est de 0.5 & 1 micrométre (millioniéme de métre). (Certaines bactéries ont une
taille de plus de 50 micrométres. On connait méme une exception : Thiomargarita namibiensis, découverte en 1999,
pouvant atteindre 1 mm de diamétre, visible a I'ceil nu).

Les cellules eucaryotes ont un diamétre allant de 5 3 30 micrométres. Une bactérie mesure environ le dixigme de la taille
d’une cellule animale ou végétale.

La principale raison de cette taiflle réduite est le rapport entre [a surface et le volume :si la cellule devient trop grosse, il lui
devient impossible d'effectuer les échanges de nutriments et de déchets. Dans une cellule, les nutriments sont dirigés 1a ol
ils sont nécessaires mais il n'y a ni veines, ni artéres pour leur transport : les molécules diffusent & l'intérieur de la cellule.
Un tel systéme de transport ne peut plus fonctionner lorsque la cellule atteint une trop grande taille: un réseau de
membranes internes existe alors.

VL. Besoin des micro-organismes

A. Lieux de vie

Comme nous I'avons vu au |V, les micro-organismes sont rencontrés dans tous les types d’environnements présents dans la
naiure, c'est-a-dire dans tous les écosystdmes. On les trouve dans le sol, les eaux douces, les mers, l'air. Certaines
archéobactéries appelées « extrémophiles » vivent dans des milieux trés hostiles comme les péles, les déserts, les geysers,
au fond de I'océan.

Selon le principe de la sélection naturelle par fe milieu de Charles Darwin les conditions physico-chimiques de
Fenvironnement sélectionnent les micro-organismes. (Voir annexe 4).

B. Association

De nombreux micro-organismes sont associés aux piantes et aux animaux avec lesquels ils entretiennent des relations de
symbiose, de commensalisme ou de parasitisme.

La symbiose est une association durable entre deux é&tres vivants et dont chacun tire bénéfice. Ils s’aident mutuellement 3
se nourrir, se protéger ou se reproduire. (Par exeample, Azospirillum lipoferum et les plants de mats vivent en symbiose dans

les sols).

Le commensalisme est un type d’association naturelle entre deux étres vivants dans laquelle I'héte fournit une partie de sa
propre nourriture au commensal : il n"obtient en revanche aucune contrepartie évidente de ce dernier (la relation est &
bénéfice non-réciproque}.

Un peut considérer le parasitisme comme un cas particulier de la prédation : le parasite se nourrit aux dépens de son hote
sans le tuer.

Page 3



Certains micro-organismes sont pathogénes : ils peuvent donner des maladies aux plantes ou aux animaux. Par exemple,
Agrobacterium tumefaciens est une bactérie du sol responsable de I'apparition sur de nombreuses espéces végétales, de la
galle du collet {crown gall).

VILI. Les bactéries

Les bactéries sont communément appelées microbes. Les bactéries sont des erganismes vivants unicellulaires procaryotes,
caractérisés par une absence de noyau et d’organites. LADN d’une bactérie est contenu dans un seul chromosome.
Certaines bactéries n’ont aucune division interne, tout leur métabolisme s'effectue dans le cytoplasme ou sur la membrane
cellulaire. Les ribosomes, petites structures nécessaires  la synthése des protéines, sont dispersés dans le cytoplasme ou
fixés a 'intérieur de la membrane plasmique.

A. Identification des bactéries

Coloration de Gram
Les bactéries sont généralement entourées d’une paroi cellulaire. Celleci permet Fidentification de nombreux types de
bactéries. La coloration de Gram est la méthode de coloration la plus utilisée en bactériologie médicale pour la classification
des bactéries. On distingue :

- Les bactéries & Gram positif (colorées en violet ou mauve avec la coloration de Gramy) ;

- Les bactéries a Gram négatif (colorées en rose par la technique de Gram).

Le résultat du test permet de choisir un antibiotique efficace en cas d’infection.

1. Les formes

Les bactéries se présentent sous des formes diverses :
les cocci {ou coques) de forme ronde {ex. Streptococcus) ;
les bacilles, batonnets allongés aux extrémités arrondies {ex. Lactobacillus} ;
- les formes intermédiaires ou coccobacilles {ex. les bactéries du genre Brucella) ;
- les spirilles de forme plus ou maoins spiralée (ex. Azospirillumj).

B. Mode de vie

Les eubactéries constituent en nombre de cellules, et en masse, la plus grande partie du vivant. On trouve des eubactéries
dans presque tous les milieux ou la vie se révéle possible.

1. Métabolisme

Toute vie a besoin d'énergie et de matiéres premiéres pour se développer, s'entretenir et se reproduire. Ce processus
s'appelle le métabolisme.

Selon leurs sources de carbone, d’électron et d’énergie, on distingue différents types trophiques :

Source Source Source de
d'énergie d’électrons matiére
lumineuse chimique inorganique organique inorganique organique
phototrophe chimiotrophe lithotrophe organoctrophe autotrophe hétérotrophe

Les types les plus courants sont: les photolithoautotrophes, photoorganohétérotrophes, chimiolithcautotrophes et
chimioorganohétérotrophes.

Quelgues exemples :
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Les phototrophes-tirent leur énergie de la lumiére. Les cyanobactéries se servent de chlorophylle pour capter
I'énergie solaire et fabriquer du glucose & partir du dioxyde de carbone et de I'eau. Par exemple, les sulfobactéries
utilisent "énergie solaire, le dioxyde de carbone et I'acide sulfurique pour élaborer des glucides et du soufre.

- Les chimiotrophes trouvent leur énergie d'éléments chimiques non organiques. Les bactéries vivant prés des
cheminées volcaniques au fond des mers tirent leur énergie de Pacide sulfhydrique,
Les hétérotrophes trouvent leur énergie dans la matiére organigue, gu'elle soit vivante {parasitisme) ou morte.
Les bactéries hétérotrophes consemment les composés du carbone élaborés par d’autres organismes ; elles
décomposent et recyclent la matl2re organique gréce & des enzymes. C'est le groupe le plus important.

- Les lithotrophes utilisent comme donneur d’électrons un substrat minéral dans leur métabolisme énergétique : ils
« mangent » des minéraux.

2. Respiration

Selon leur type énergétigue, on sépare les bactéries en plusieurs groupes :
les aérobies strictes : elles vivent uniquement en présence d’oxygéne ;
les aérobies facultatives, qui peuvent utiliser toutes les voies énergétiques ;
- les anaérobies strictes : elles ne vivent qu’en I'absence d’oxygéne ;
les anaérobies facultatives, qui ne peuvent utiliser que les fermentations ;
- les microaérophiles, rares, vivant uniguement sous pression réduite d'0, ;

C. Mobilité des bactéries

La plupart des bactéries n'ont pas leur propre moyen de locomotion : elles flottent libremant dans I'eau ou I'air ou sont

transportées par les animaux gu’elles ont infectés.

Certaines bactéries, au contraire, sont mobiles et se déplacent a I"aide d’un ou plusieurs flagelles. Le flagelle ressemble & un
fouet allongé : c’est un fin prolongement de membrane cellulaire.

Certaines bactéries comporte un seul flagelle polaire : on parle de ciliature monotriche. Lorsque I'on trouve plusieurs
flagelles polaires, la ciliature est dite lophotriche. Parfois, on n’observe que deux flagelles, situés 3 chaque pdle de la
cellule : il s’agit d’une ciliature amphitriche. Enfin, lorsque les flagelles entourent la bactérie, sa ciliature est péritriche.
D’autres bactéries se déplacent par glissement.

Les bactéries mobiles peuvent réagir & des stimuli, &tre attirées par des substances nutritives comme les sucres, 'oxygéne
ou étre repoussées par des substances qui leur sont nuisibles. Ce comportement est nommé « chimictactisme ».

D. Développement et reproduction

1. Cycle de vie
Dans des conditions idéales, |les bactéries se reproduisent et doublent leur nombre toutes les vingt minutes environ.
Dans des conditions ordinaires, du fait des réserves nutritives limitées dans leur milieu de vie, les bactéries ne se divisent

qu’au bout de quelques jours.

Dans des conditions défavorables, certaines bactéries forment une endospore avec une paroi épaisse autour de leur ADN et
de laur cytoplasme. L'endospore résiste a la chaleur, la sécheresse, aux radiations et aux désinfectants. Elle peut rester au
repos pendant de longues années jusqu’a ce que les conditions du milieu s'améliorent : Fendospore redevient alors active
et se transforme en une nouvelle bactérie.

2. Reproduction

Les bactéries sont des organismes asexués, la reproduction s'effectue par division cellulaire. Une cellule mére va donner
naissance & deux cellules filles identiques. La division cellulaire bactérienne se produit par scission binaire.
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Division cellulaire de [a bactérie (schéma simplifié)

Bactérie-mére simple : une capsule protéique entoure la molécule
d’ADN

Le chromosome unique se réplique et se sépare ; la

v
[ @ @J bactérie s’allonge
A
La bactérie se divise en deux

Remarque : les deux cellules obtenues peuvent se séparer ou rester attachées pour former une chaine de bactéries.

E. Quelques exemples d’actions des bactéries

Historiquement, les bactéries sont associées aux maladies. En effet, de nombreux parasites sont des bactéries. L'étude des
bactéries a longtemps été dominée par la pathologie qui est I'étude des maladies et des effets qu'elles provogquent.
U'activité des bactéries est pourtant essentielle a la vie.

1. Un exemple : la transformation de I'azote en ammoniaque

Les bactéries du sol transforment I'azote de I'air en un composé assimilable {(azote ammoniacal) par les plantes. L'azote est
un composé indispensable 3 la vie. L'air est composé a 78% d’azote. Les animaux et la plupart des plantes ne peuvent pas
Futiliser directement. Sa transformation par les bactéries est donc indispensable,

2. Ladigestion
Dans nos intestins, certaines réactions biochimiques réalisées par des bactéries permettent d'éliminer les déchets de
'organisme. Dans le gros intestin, on trouve en effet environ 10* bactéries par gramme de contenu, avec 50 genres {par ex.

Lactobacillus, Bifidobacterium) et plusieurs centaines d’'espéces
Autre exemple : les vaches se nourrissent exclusivement de matieres cellulosiques mais elles ne possédent pas d’enzyme
capable de les digérer. Ce sont les bactéries présentes dans leur estomac qui vont réaliser la premiére dégradation de la

cellulose.

3. Minéralisation des matiéres organiques
Ce sont également les micro-organismes qui transforment toutes les matiéres organiques mortes {plantes et animaux} ou
les déchets en matiéres minérales. Sans cette minéralisation des matiéres organiques par les micro-organismes, il n’y aurait
plus de possibilité de vie sur terre.
Voir Annexe 3
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Vill. Conclusion

Les micro-crganismes inspirent souvent la méfiance. lls sont invisibles et parfois responsables de maladies, voire
d’épidémies. On peut considérer les eubactéries comme le groupe le plus important du vivant. Des scientifiques ont estimé
que le poids total des micro-organismes est de 25 fois le poids de toutes les formes animales. Les bactéries que nous
transportons sont dix fols plus nombreuses que les cellules qui constituent notre corps. Cependant, sur cette immense
quantité, seule une toute petite proportion est pathogéne.

Les plus anciens fossiles connus, les stromatolites, sont d'origine bactérienne et sont datés de 3.5 milliards d'années. En
2000, une équipe internationale de chercheurs découvrit de longues chaines de cristaux de magnétite incrustés dans une
météorite venant de Mars. Ces cristaux ressemblent & ceux formés par les bactéries magnétotactiques (sensibles au champ
magnétique) terrestres. Ces chalnes pourraient avoir 4té formées par d’anciens organismes vivants.

L'activité des micro-organismes est essentielle & la vie sur Terre. De plus, I'Homme sait utiliser le travail des micro-
organismes. Les biotechnologies qui sont I'ensemble des méthodes et des technigues qui utilisent comme outils des
organismes vivants (cellules, bactéries, levures..ou une partie de ceux-ci (enzymes, par ex.)) sont utilisées dans de
multiples domaines : alimentation, agriculture, pharmacie, médecine... . On peut citer, par exemple, la fabrication du pain,
de |a biére, du vin, des fromages, da la lessive {« enzymes gloutons ») et la dépollution des sites industriels....

Pour cela, des organismes modifiés sont de plus en plus utilisés. Mais 'Homme ne prend-il pas le risque de détruire les
équilibres écologiques ?

IX. Annexes

A. Annexe 1 : eucaryotes

Quelgques exemples de micro-organismes eucaryotes

Exemple de protozoaire cilié : la paramécie
utilise des cils pour se déplacer et se
nourrir.

Exemple de levure : Saccharomyces
cerevisae

Elle est utilisée dans la fabrication du pain,
du vin et de la biére

Exemple d’algues : I'euglene
g
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= __,«‘“6
e, anho
e e s
;:._\,.'-‘?‘-.t,&_r_"_\,v .;__::i- L
o T el
Ly D3 "f;.;:._"l...
vih, e

Page 7



B. Annexe 2 : procaryotes

Quelgues exemples de micro-organismes procaryotes

Ry
N
Q
L d
2
\ L
Exemple de procaryote : une bactérie fréquente du
tube digestif de 'Homme : Escherichia coli vue en Er):;n;gtl)eactérige tﬁ;ﬁor:g}deophile
microscopie L Electronique, (milieu chaud et fortement acide)
(Photo F. Sauvager / Université Rennes). Acidianus ambivalens
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C. Annexe 3 : cycle de I'azote

La minéralisation correspond a la dégradation des molécules complexes en produits simples tels que Hz0, COx,
CHa, N2, O3, qui retournent a l'atmosphére et seront utilisés par les étres vivants pour former de nouvelles
molécules organiques. C'est ce que I'on appelle le cycle de la matiére.

La biodégradation correspond & I'élimination compléte d'un composé complexe en produits simples.

LE CYCLE DE L'AZOTE

Respiration  nitrique:
carbone / hydrogéne
oxygéne / azote

Litiére végétale, cadavres.

Micro-organismes
Bactéries de la nitrification
Putréfaction / Humification

Bactéries
dénitrifiantes
Matiéres Azotées

"L'ARBRE DE VIE"
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D. Annexe 4 : effet du milieu

Effet du milieu sur les micro-organismes

(description de 'expérience faite par les éléves du lycée Galilée)

La source de micro-organisme provient d’herbe coupée mise 3 macérer dans de I'eau. On dispose ce mélange dans quatre

récipients.

Récipient sans ajout : c'est le témoin
Ce mélange s’apparente a I'eau de mare.

On ajoute du sucre.

Ce mélange s’apparente a de I'eau polluée avec des déchets organiques

On ajoute du phosphate,

Ce mélange s'apparente 3 une eau polluée avec des engrais.

On oxygéne ce récipient avec un bulleur d’aguarium.
Ce mélange s'apparente a 'eau de riviére

Deux semaines plus tard, on observe les mélanges a ['ceil nu et au microscope.

(il nu

Microscope

=
m-
]
|
a0
m

Le mélange est terne, on
observe un film en surface.

La flore est riche et variée. On observe de
nombreuses bactéries, amibes, volvox...

Lle mélange mousse, on
observe un dégagement
gazeux, il y a fermentation.

On observe de nombreuses bactéries.
Quelques eucaryotes, de petits flagellés et
des amibes.

L’aspect est verddtre

unicellulaires
euglénes

On observe des algues
microscopiques comme  les
flagellées.

Le liquide est plus clair que
les autres mélanges et sans
odeur {pas de fermentation)

[ W NN

Bilan de I'expérience : les milieux ont sélectionné les micro-organismes.

Ce mélange est pauvre en bactéries, on note
la présence de protistes et de protozoaires :
amibes avec pseudopodes,  rotiféres
philodina, vers nématodes.
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Annexe 4 (suite : schéma de quelques micro-organismes observés)

T B ]—pseudopode

noyau

vacuale digestive

Innl-

ectoplasme

Vacucle pulsatile

Gouttiere crale

Pharynx

Vacuole contractile Endeplasme

Ecteplasme

Petit nayau {micronucleus)

Gros noyau (macronucleus)

stigma

chloroplaste

mitochondrie

vagyole pulsatile

Amibe

Animal unicellulaire, vivant dans
l'eau  douce ou salée, se
déplagant & l'aide de ses
pseudopodes

Tallle de 200 pm a 500 um
{extrémes :de 20 pm & 1 mm de
longueur)

pocha fl

flagelle

Deuble couronne de cils tournant en sens
contrzire pour attirer la nourriture

Pied adhésH & deux orteils

Paramécie

Protozoaire cilié vivant en eau
douce se déplagant en battant
de fagon synchronisée ses cils,
Taille de 50 um a 300 pum selon
les espéces

Eugléne

Protiste flagellé de forme
cylindrique ou ovale souvent
présent dans [eau riche en
nutriments,

Sa couleur vert clair provient
des nombreux chloroplastes.
Taille de 20 & 300 um

Rotifére Philodina

Invertébré aquatique
microscopique dont le corps
porte une courcnne de cils
autour de lorifice buccal.
Taillede 0,53 2 mm
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I - Besoins nutritionnels

C-Source d'énergie
Deux types de sources d'énergie

T

Energie Iumlere omposés minérayx ou organiques

r Phototrophes ‘ { Chimiotrophes
c
]

I Photo- Photo- Chimio- Chimio-
| lrthotrophes organotrophes lithotrophes ' organotrophes
Nécessitent Nécessntent Nécessitent Nécessitent
une substance une Substance H une substance une substance
minérale |__ organique mmera]e orgamyue
mhchaming@isara, fr Fermerﬂ'atlnn 1
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Exemples de Chimiohctérotrophe

Substrats
I
Polysaccharides Protéines et peptides
Monosaccharides Acides aminés

I fermentation bactérienne

Produits du mél'anlisme siumﬂsse bactérienne

(I T T TN O T O O 2
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I - Besoins nutritionnels

Source d'énergie

Phototrophes Chimiotrophes J
Energle lumiére Composés minéraux ou orgamques i

F o \::_--. "/
‘ Source de‘carbone
\

o
‘ :mposes orgnmques

- [
Phuto- Chimio- Photo- Chumo-
autotrophes autotraphes héterotrophes » hétérotrophes

[* -_;i-étéro‘rroghzﬁ
C

Soleil et €O2 C"“‘POSES orgariques  Soleil e Composés
et €02 Composés Organiques
organiques

mihchatain@isara fr 3
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I- Besoins Elémentaires
La diversité métabolique
Source
Type d"énergie Source de carbone . L‘ B ~ ". \p
venta wa felo uw!
Photoautotrophes Soleil coz bah. .. (M
Chimiautotrophes L co2
inorganique
Photohétérotrophes Soleil Ramboaes
organiques
Chimiohétérotrophes | COmposés Sl
crgahiques erganiques
mhchatzinggisara fr

II - Entrée des nutriments

Diffusion simple =

Passive

—=coivie dv (a.rmlinﬂJr de comnd sok
-—“)[_a_ ﬂ,[ycﬁ:rol &L‘CPUM. M}delﬁ-w $/‘
bien f a7 5
o eza)’ b ens ‘C, &
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— 4 ln concenlialion A&uammato-,
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II - Entrée des putriments = ?Ié: CLL ‘{Rf&wsP‘gf l l
Diffusion facilitée : -
—gonie duinn cd_(acl.iewk de covcondolion,
Canal : Permé?s\e . R
2 i & ¢p [l
' u L iw )
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II - Entrée des nutriments

Transport actif

“lon . Sympori Antiport

o . b
i # Wy b
Perméasq . g\ y -

;ii";”"?%“ st

A 4 g gl 1 A
B g g A

Cf 5k Pty e d - p
pe J:;{u? f@gfﬁx’:, 3 n. .
& nltet .

) Energle Systeme coup#e
Transport actif
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Transport actif

ATPasique

H- e H+ Hat

HE g PLUTE O

4 Fam - v Périphsme
i W

| - ]
| j -

A WS

e H+ A

II - Entrée des nutriments
Translocation de groupe

Modification chimiques

Le plus connu est o phosphotransférase

:
- “l

A"‘rm__
I -\,‘_ o Ed \\ Ly MR -\i anl ¥ !
B - e By - e g
T ok
s TRELRAF
Chaceae £ 2
! Piriplm:

PEP + sucre (extérieur) — pyruvate + sucre (intérieur) - P

9

vta bypeda h"mP@er osk s JEF

cafi-( ohlise (2 P'A«a&f)im aval Wruvwi‘bc‘_pgfp)
CP EP T(M\Paf\’ %‘VSL&M)
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II - Entrée des nutriments

Exemple : Les transports chez £ colf

diffusion transport actif symport & symport & translocation

facilitée sensible au chae proton sodium de groupe.
osmotique

glycéral maltose lactose mélibicse glucose

14/09/2011

Syl b Pﬁ-vas
Milieux de culture : Clossification selon la composition
a-Milieux naturels ou complexes
Exemple :
Bouillon nutritif (g/1)
Peptone
Extrait de beeuf 3
Bouillon de soja
Tryptone (Peptone de caséine) 17
Peptone 3
Glucose 2,5
NaCl 5
K HPO4 2,5
mhchatzingdisara.fr 1

Milieux de culture : Classification selon la eomposition

b- Milieux Synthétiques = milieux chimiquement
définis

Exemple :
Component Amount Function of component
NH4C1 0.52¢g N source
KH2P0O4 128 g P and K source
MgSQ4 TH20 0.25g S and Mg+t source
CaClZ2ZH20  0.07g Cat+ source
soufre minérale 1.56 ¢ Energy source
Ccn2 5%* C source
Water 1000 mt
pH 3.8

* Aerate medium intermitfOEHFWRFATF containing 5% CO2. 12




-t

Milieux de culture : Classification selon la composition

c- Milieux semi-synthétiques

Ex: Ia gélose EMB (milien de Teague-Levine)

C’est un milien qui est 3 Ia foi ctif et différentiel
utilisé pour isoler les Gram —, entériques.

Peptone 10g

Phosphate dipotassique 2

Lactose 10g

Eosine O,4p

Bleu de méthyléne 0,065g
Agar-agar 15g

Eau distillée qsp 1000m]

mhchatain@isara.ir 13
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a- Milieux sélectifs : exemples

Ex1 : Milicu de Chapman : Staphylococecus

Peptone g
Exirait de viande Iz
Managitot g
NaCl 738
Rouge de phénol 0,025g
Agir-agar 15g
Eau dustillée 1000ml

L’agent inhibiteur est le NaCl & concentration de 75% qui
permet principalement Ia culture de Stuphylococcus.

Rouge de Phénol = indicateur de pH.

- 5i le milieu reste rouge @ pas de dégradation de mannitol
- Si le milien devient jaune, acidification donc, dégradation du
manitol.
mhchataingisara fr 14

a- Milieux sélectifs

Exemples : Milieu Maconkey agar

Agents sélectifs: Sels biliaires, te eristal vigloet: Inhibent la croissance des Gram
plus

Lattose and ef wn indicateur de pH: le rouge neutre qui devient rose aprés
acdifieation du milieu par fermentation du lactose

Miliew avant utilisation Miliew aprés utilisation

- E. coli and E. acrogenes fermentent te lactose coliforms deviennent rose
- 8. tpphimurizm and 2 mirabilis, restent transhucide par absence de
fermentation du Iactose. mhchatzin@isara.fr 15




b-_ Milieux d'enrichissement

Exemple : Milien de Muller-KauiTmann

Bouillon de viande 200mt
Carbonate de Ca (tampen) 0,5g
Thiosulfate de Na & 50% 100mI1
Solution fodo-iodurée 20ml
Vert brillant 001g
Bile S50mk

Ce milicu est destiné i rechercher Salmronelia par coproculture.

M permet d’enrichir en Safmonelia ct inhiber et retarder la croissance des
auties espéces féeales & Gram positif et & Gram négatif.

- La bile inhibe les Gram + et certains bacilles Gram- principalement E. coli.

mhchataingisara. fr 16
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d- Milieux d’iselement et d’identification

Milieux d'isolement liquide

de miieu
£ par tube

| DiiuﬁmsL 110 i
¥ 100 4

mhehatein@sara i 17

Résume

= Besoins nutritifs
« Facteurs de croissance

=« Comment les micro-organismes
transportent des nutriments

= Décrire des différents types de
milieux de culture

mhchatzn@isara.fr 18
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Cinétiques de croissance en milieu liquide
non renouvelé (culture batch = discontinue)

4 phases

2
T
5
rd
¥ oz
A
L]
T
9 Phate
g | e
2 {latence
i
] Temps (hy 8 16 |

Paramétres mathématiques de la croissance

-z
@9=
ol
=
5
/ = <ﬂ P
- = géngrations
'm<:= 2n
E<: = bactéries
LB -

T . \ p pll Hortre
de divitran de Sénérotion

HMombre -0 =pl 3 -p3 Yy
de hasténies 1=2 2 =R 4 22 a=x 14 =2

Aprés n
générations
Gz=1/n
21 t: temps conhu
bactéties  n: nombre de
Nyt divisions
Netox 27
M= N x 27
+
mhchatzingisara.fr 3




Temps de génération

+ Temps de division et délais de croissance dépendent :

- de la bactérie
- des conditions du milieu extérieur (favorables/défavorables)

Temps de génération de quelques espiees bactériennes

Bacterie In vitro (min)ﬁmmmn Inﬁfﬂigﬁ(ﬁlﬂ
Escherichia cofi 2040 s
Staphylococcus aurens 460 3-5
Psendomonas neruginose 40 4
Mycobacterium tuberculosis  120-240 24-38

mhchataln@isara fr
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1.1 - Dénombrement au Microscope Epifluorescence
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:

1-lampe & arc - caloration par fluorechreme

2-filtre d'excitation (Dapi) fixation sur ADN
3-miroir dichroique - peu sensible

;::lr:?lé;:ﬁrion - pas de distinction cellules
&-filtre d'émission mortes et vivantes
7-oculaire michatain@isara.

1.1 - Dénombrement au Microscope Epifluorescence

Fluorescence Fluorescence IP + SYTO 9
verte (SYTO 9) rouge (IP)

mhchataingisara fr




Méthodes de mesure de la croissonce - Nombre de cellules

1.2 - Dénombrement aprés culture
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Méthodes de mesure de la croissance - Nombre de cellules

Dénombrement aprés filtration sur membrane et
incubation sur gélose

Marnbrana rranstesrad
Samgle to be Pitored — - - 10 ulture medhm
Mttt ane flter ., =l
261305 1ol T e
s
' ——

To 120 e

Culture continue : Chémostat et Turbidostat
« Chémostat

il

mhchatain@rsara fr El




Culture continue
« Turbidostat
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I“Cluemt'ﬂ— du SUID%&TGJ’

Facteurs influengont la croissance
Le substrat

» Prolonger la phase de croissance.
# Renouveler le milieu,
# Eliminer produits du métabolisme

? astimation de la population
| bacténienne {pat masure
1 de fabsorbance)
1 e
. e | e
‘ i i P
i i glueose | ” e -
pEvessl "// o Sur My
. i ¥ latingé

%-» e semp3 fen )

e R e e P e
[+] 60 120 80 1"

I,v\mum:.o_ de. (&\‘mpl:fah'""-

Facteurs influengant la croissance

Température

- beetéries mésophiles (20-45°C)
- bactéries psychrophiles (voisine 0°C)
- bactéries thermophiles (45-65°C)

=~ ———
| Thereepdcies
Mk
Peychrotrophes .
Poyshrophiles




Feeteurs influengant la croissance

Température __ -
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I nfluence du P 1
Facteurs influengant la cr'oisson;:e
le pH
100 3
NEUTRBPHILE
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pH
Neutrophiles : pH 5,5 - 8,5 1
I- Alcalophiles : pH alcalin (pH 8,5-11,5) :
. Acidophiles : pHacide (pH1-55) =,
{
vamow A.e. 2o
Faeteurs influengant la croissance = I'humidité (Aw)
Minimum aw pour la croissance des micro-organismes
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Facteurs influengant [ creissance

La pression osmotique

Les non-halophiles : NaCl < 0,2M
Les halophiles : 0,2 5 5.2 M NaCl
Les halophiles extrémes_nécessitent 6,2M
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Filtration sur membrane
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Filtration sur membrane

AU
LACTOSE
WHEY
LASFT ewmenl |
Bl VIR
Blicrofifiration  Mitrafatration
Ggprn >

Filtratian sur Membranes
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Rayonnements UV
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Rayonnements UV

Figure £ Courbes de survie ites bacléies £ coli ot D, radiodurmy @ dle 1 trehiwon P
ubyssi apres exposition an ravonnement ipnband,

108 rrr— s SO
107
n* e
@ 10° . D. radiodurans,
E40N
= ws
10%
w? !
wd 4 P.ihbyss)
0%
0§ 40 15 20 25
irtadintion ¢ (kGy)
- 20

Mécanisme d'action des antimicrobiens

@ Inbibition i b syhihéss @ inhibition de la syrthése
de la parei bactérienne de Iz membrane cytoplasmique

e e
(@) Inhibitian de'la — Ty
synthése protéigue @ Inhibition de ka
synthése de FADN

@ Aulres mécanismes

i A
R sars i




Activité antibactérienne

méthode des disques ou diffusion (pratique)

Méthode des disques

mhshetsinggisera it 72
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Les hacteries du type aérobie et annérobie peuvent Etre identifiées en effectuant une cutture en milieu
oqueux

1 Les bactéries 8 aérobie obligatcire se rassemblent au niveau supérieur de I'éprouvette pour maximiser
|'appert en 4:ygene.

2 Lelles 3 ancérabie abligatoire se tassent au fond de |"éprouvette paur dviter tout contoct avee
Poeygéne

3: Pour celles du type aérabie fucultative se rassemblent le plus souvent au bout supérieur de
V'éprauvette, 12 ad la respiration cérobie est la plus favorisée: mois comme ! absence d'oxygene ne les
cffectent pes, en peut observer aussi leurs présences taut au long de F'éprouvette.

4: Les boctéries microaérophiles se regroupent dons la partie supérieure de 'éprouvette, d I'exception
de I'extrémité car elles n'ont bessin que d une concentratian minime en oxygéne paur vivre

5: L es bactéries anodrobies aérotalérantes se dispakmeidgliomife homogéne dans |'éprouvette puisfide
I oxygine n'c aucun effet sur eux

1
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ATP
NAD PH

FAD

In'rroduchon au mefabol:sme

i
i = |
" i
I
Adersang |
Ritsgme i
—
Atdnesine dplha:phota (ADF)
—_—
A Tnusine righeosphate (AT |
Cours 4 : Métmbolsme  partis 2 mhchatin@isera.ir 1

Introduction au métabolisme

AU e 1Ry PR B ]
s, 0t
Hvidrniyes to AT 1
e e —— s
Phosporylation|

I'addition d'un groupe phosphate (-PC4) 4 une protéine

Cours 4 : Métabolisme  partie 2 mhchatain@isara.fr 2

ATP = adingsmae (aal.urru“ﬂ--lﬁ cibose) 4 ajouf M-‘) [mf‘lmtt

Introduction au métabolisme

Réactions d'oxydation-réduction :
un substrat pert des électrons {oxidation)
un substrat gagne des électrons (réduction)

Réduction
r
A A oxyde B reduit
Oxydatronr J
Cours 4 : Métabolisma  partie 2 mhchatain@isaradr a

Introduction au métabolisme
Réactions d’oxydation-réduction -
NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide

NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate

13) Oxidized: NAD™
bl y
& 1 H

Reducad: NADH

i
= tt-—rxs- I —Hith,
=]
S 5
N Nizamnamudas ?
Ribose Fibose
1 ] 34
i od 2F
| 1
Arkeniosim Adenasine
NAD® - HY

T Z2e7 == NADH

| OxyTr.r—re’duc‘rié::

Déshyci;-:één;ﬁon N

Introduction au métabolisme
Réactions d’oxydation-réduction :

FAD : Flavine Adénine Dinucléotide

{b}
Gxidized :‘-AD Reducad; FADH,
LU
AL My he N A
I”k/[ I:j\ it \/\; I N
-"\»”/'-«. Sy
Ty
K I3
R.bm\ Ribliml
?_P ?TF
Agdenosing Adcnosine

FAD  2H' 267 == FADH,

Introduction au métabolisme

Méiabaolites

l complexes '

Dégradation A»{JP#PF 1

Produits simples

Cours 4 : Metabelisme  partip 2

Biosynthése
anabolisme

cqriommrateyr

mhchatain@isara.fr 8




Métabolisme
Dégradation du glucose

Vole des pentoses Entner-
phosphates Doudoraff

Elycolyse
(Embden- Meyerhal

N

Pyruvate -
o, @ .~ "\ @)
Cyeles de 5 acides Fef‘men‘h'lfl\!%l—)
(rcekrebs) 7N\
Aleoalige lactique

Mixte
cours 1 vz homofermentaire r+ hétéfermentaire
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Glycolyse (Embden- Meyerhof],

Glacose

i W B RN
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8 Fineagprees L MNAD
grsa Ao g ate MNAGH, He

B b o e I( e
@ e LA

3-phosphoglycécraie

1,3-diphosphoghy cécrale l Glycolyse ]

Blycolyse (Embden-Meyerhof) suitk.

@ 3-phosphoglycécrate
phuvirsbeside
ritage
@ Z-phusphogiycécrate
0lpsn
\\, 4G
Fusctise .6 7 phosahaénolnyrivate
g w e AR
Byruvaie
kinage f‘“‘*’% Jactale
s L fashydogbraze
AP Pyruvate P
At DA 2 mondas & 3carbones 4 ¥
KACH > H NAL
Cours 4 : Métabotisma  partis 2 mmminékara,fr =3

Glycolyse: bilan

1 x Glucose
ETWI d: - 24TF
RS 2ADPa2PI
? x Glyeéraldéhyde 3 Phosphate 24TP

apa. de-3 2 NAD+ 4 (ADP + Pi)
carhones
2 NADH,H* 4ATP

2 x pyruvate

Bitan ATP pour un glucose

Amorcage et consommation = - 2ATP

Remboursement = + 4ATP

2NADNADH, H+

Totat = 2ATP

Bilan

1 Glucose + ZADP + ZNAD+  ——-> 2 pyruvates + 2ATP + 2INADH, H+
Cours 4 © Métabolisme  partia 2 mhchatin@isara fr 10

Voie das pentoses| phosphates

Bhugane

1, Phase oxydative PO Lo i P AT
3%%% JBwhéaumbw&-r
EEY ) faronan: ‘.cn,/

2. Phase non oxydative

{réversible)

\
3_Réle du Shunt des ——triasbl  [(ESEISSAER]  MANee3P
Pentoses

L
S Eruoas ?,p.}_;.m !.w4_—z ==
Gours 4 : Métbolisme partie 2 mhehatain@ L,_E ;f'u"’ﬂ"" €

Voie des pentoses phosphates

Bilan

3 56P + 6 NADP+ + 3 H20 > 2 F6P+@3COZ+6NADPH+6H+

2 ATP + 1 NAD

Rappel :

NADPH . Nicotihamide Adénine Dinucléotide Phosphate
NAD : Nicotinamide Adénine Dinucléotide

Cours 4 : Métabolisme  parbe 2 mhchataing@isara.fr 12
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Elwcm";
: A
L. Phospharylation du glucose PR, i
T
won &
glucase consommé) 4 ot o1 6-3-P + 1 NADEPIH

2 Oxydation du glucose-6- ":E:m;ph@h&g-ﬁo-n&i i ATP consommé }' Py + (P)

phosphate -0 lactore Potentiei
3. Hydratation du 6- P HeRod 1 pyruvate + 2 ATP « 1 NADH

Beinydresc
phosphogluconolactone .
iy SO e — | S e

4 Déshydratation du 6- I =3 r@h?ﬂvg'ﬂ’ﬂeﬁ 1glucose consommé —>2 pyruvate + 1 ATP + 2 NAD{P)H

phosphogluconate :_“_x

et
5 Synthése du premier -
ruvate i 3 ey
N g Hal T

6. Synthése du second s Glpohns

Pyruvate Cours 4 Metabolisms par : Cours 4 | Matsbelisme  partie 2 mhehatzingdisara fr 14

Le devenll" du pyr'uVﬂ.re Le devenir du pyruvate : En absence d'02
Glucose T n—
(1) IFernentation aieoailess]
Laleure et doubres micro-orgamismes cinvertissgnt
Pyruvate * Conversion l'acide pyruvique en éthanol et co,
En absence En Présence * Régénération de 2NAD+ at producticn de 2ATP
d'02 d02 2 éthanols

3

} A irati ; : CHyCH,0H
! } Fermentation ( Respiration (3 ) Glucose [ CH,0,
y 2NAD
/Anaérobie Anaérobie 2 x Acétyl CoA " 2T * falzool
Form -':? it 24rP 2NADH H+ déshydrogénase.
[Earmeration W Wkeaheyiarion A
| Akcoeliay j : G syt

— Oaydaipe CHyEO-LOOH ————— + i cHO+ o,
o 2 pyruvaltes Pyruvale 2 gcétaldehydes

2 x éthanol + 2 €O, 6C02 + § H20 décarboxylase

Homofermentalre |~ Hétérafermentaire [ Bian: Ghucose s SADP + 27> 2 stamal + 700, = 2475 ]
cose s 2 a 24
Fermentation mixte

Couirs 4 . MEMatans Ty parve mhchatain@isara fr 15
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Le devenir du pyruvate : En absence 4'02 7 _,_-i étérofermentaire
Glucose AP
< ADP
@ - Glucose-phosplsts __yap
homofermentaire e —
= Conversion de l'acide pyruvique en acide lactique To,
. . . X . Ribulnoe-5-phusphate
= Régénération de ZNAD+ et production de 2ATP Foluloso-s-phosphebe
Plosphohuiclnse HPO
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2 pyruvates 2-Phos phagheceruts k AL - i :(tTni:
fama Etbanol I Lociale
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ilfman: Glucose + 2ADP + 2PI> 7 Lactates + 247P || . Pt sz
o e .
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(2) [Fermentatfon loctique s Fe Le devenir du pyruvate : Résumé Fermentation
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R i = 1o 4 : wetasaliame partie 2 mhahatzingisara fr 19 Cours 4 Métabolisme  partie 2 mhchatainggisara fr =
Le devenir du pyruvate Le d ird + P
e devenir du pyruvate 3

Glucose

2 x pyruvate
En absence En Présence
d'o2 d'0o2
4 Respiration "\E )
2x Ace'ryi CoA

e e q".
2x & +
P10 s 6C02 + 6 H20
homefermentaire | hétérofermentaire
Fermentation mixte
Coure & . muDIILT rLe £ mhehatsin@isara.fr 21

Respiration

» Cycle de Tacide citrique (Krebs) lacétyl CoA
sous forme de €O,

pyruvat

Chdines respiratoire : chez eucaryote - max ATP
» Respiratoire aérobie L
i . . Chez bactéries

» Respiratoire anaérobie

Cours 4 : Mémbalieme  partie 2 mhchatain@sara.ir »

Cycle de Krebs (3)

~
PR T 1 !
ol Un qde en 9 étapes
qui utilise I'acetate de
acetyl-CoA
Was-ar o M, et le transforme en CO,

acétyl CnA7 citrate \< H0

oxaloacétate
cig-aconital H,0
6C

isocitrate |

Chdine respriratoire (transport d'électrons) chez
Tro aryo

PO IR

qum}?&{ TR

,. ,, HEAS U R “pa(‘“
f‘ffﬁ?ww“‘m{"f‘{‘ MG

Animation :

Wtp://highered megrom-
Will.com/elawebycgi/ pluginpop cgizit=swF 5355 3E: /sites/dI/ froe /0072437 316/12007 I biol Lawf:
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Bilan ATP complet du catabolisme d'un glucose

1 glucpse > 2 pyruvates

Consommation - 2ATP
Production + 4ATP

2 NADH,H+ + GATP * 8ATP
2 pyruvates > 2 acétylCoA
Production 2 x NADH, H+ + BATP + BATP
2 acetylCoA > 2 Oxaloacéiates
Production 2xGTP + ZATP

2% 3NADH,H+  + 18 ATP

2 x FADH2 + 4ATP + 22 ATP
Biian global

+ 38 ATP

Cours 4 : Mdtabolisme  partis 2 rahchatain@isara fr =

Respimﬁog ch%z Procaryotes
acreries

Chaines respiratoires : séquences d'enzymes
= Localisation chez les bactéries : enzymes pour ko plupart fixées sur la
membrane cytoplasmique

= Composition différente selon :

¢le nombre et la nature des enzymes et coenzymes

+ 'acceptevr final d'électrons : oxygéne ou autre oxydant
= 4 chaines principales chez ies bactéries

¢ 1 chaiine aérobie avec cyt. O

+ 1 chaine aérobie avec cyt ¢ + cyt an,

+1 chaine anoérobie avec nitrate réductase A

+ 1 chaiine anaérobie avec sulfate réductase

Gours 4 : Matshelisme  pare 2 rhchatangisara fr =

Enzymes Respiratoires

[ ——

1 camplex t

&

Respirntoire agrobie chez bactéries

= 1%cas: Coepzy;nes FAD/O;Q/cyf’b/cﬂ' ﬂ
NADH + K FADw #QH, 2 Fe 2 Fe?sr 1/2 O,
x X cy‘r o
NAD* ~ FAD z ng 2 Fef

O; occepteur final d elecfrons ZH' ' +2e+1/20, + H, O -f

A 2 —— e ——— .
et R, « Zimeqs | Coenzymes FAD/CoQ/eyt b7 eyt ¢ / eyt mar
s / complox n i FALA -y, R z Bes 2 Fet | 2 #0
i i PR x Y :{m of o amy
Ny siieeinate > HAL TabH, Frafiere e,
[ B
HADH
C . accaptowe Firal dalrotrons
Cours 4 : Métabolisme  partia 2 mhchatsin@isara.fr & TH e2e 120, U C f 28
N i : IS N = . y oA B
()lgdeLHr do. & raspitchon:  NADHE < NAD®
Respiratoire anaérobie chez bactéries Métabolisme

» Respiration nitrate :

Coenzyme: FAD/CoQ/cw b/anru-r: riducfnsg

[Nos - w2z e — NOFLH, G|

Respiration sulfate :

i_ Coenzymes . FAD?CoQ/cyt b/Sulfate réductase 11

SOt +2H 126w 5 — H, & l

Gours 4 Métabolisme  partis 2 mhchataing@isara fr -

Dégradation du glucose

Glycolyse Voie des penfozes Entner-
{Embden < Meperhof) phosphates " Douderoff
Pyruvate

- - e

RESPIRATION Fermentation

Crukes Kielsy
Prcepteur final Qccepleur final: NOy / \
50,2
R Alotchse lactique

-~
HOZH:C Mixte .

RESPIRATION RESPIRATION sismi hamofermentaire ' hétéfermentaire

acrobic madroble
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LES POLYSACCHARIDE (6LUCIDES)
Monosaccharides
Trioses Pentoses Hooses
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LES POLYSACCHARIDE (6LUCIDES)

Disaccharides
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Exemples de disaccharides
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LES POLYSACCHARIDE (6LUCIDES)

Polysaccharides de réserve

Tls sent hydrelysés en fonction des besoins de la cellule en
monhosaccharides,

Amiden Glycogéne
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Métabolisme de glucides
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TP DE. MICROBIOLOGIE — 2°™ ANNEE de I'ISARA-LYON

Le programme se compose 4 TP pour les objectifs suivants :

B Acquérir Pexpérience du travail aseptique, différents type de milieux et
des techniques de dénombrement des bactéries

B Identifier les bactéries par I’étude des caractéres phénotypiques :

Morphologiques : observation microscopique et macroscopique
Type respiratoire ou fermentaire
Biochimiques : Métabolisme du carbone, de I’azote et des lipides
Technique de la galerie d’API

TP 1 : Initiale de microbiologie

1.~ Présentation du laboratoire de microbiologie et consignes de travail

2.7 Techniques d’ensemencement

3. Technique de coloration de Gram

4. Observation microscopique et macroscopique, Gram

5. Facteurs de croissances 1’0, et (pII, T®, pression osmotique, désinfectants) (une
condition/binéme)

TP 2 : Métabolisme énergétique

6. Mise en évidence du type de respiratoire
Recherche des enzymes respiratoires (oxydase, catalase et nitrate réductase)
8. Métabolisme de carbon

X

8.1. Test fermentaire ou Oxydatif (3 bactéries dont Staphylococcus)
8.1.1. Fermentation les différents sucres : Maltose (avec la cloche) et
lactose sur le milieu Kligler

8.2, Fermentation mixte

8.3. Utilisation une source de carbone autre que glucide

TP 3 : Métabolisme de protéines et de lipides

9. Métabolisme de protéines :

9.1. Test de protéolyse (gélatine et caséines)

9.2. Dégradation des acides aminés

9.3. Dégradation du tryptophane et de I’urée
10. Métabolisme de lipides :

10.1. recherche I’enzyme : estérase (Sierra),

10.2. recherche I’enzyme : lipase (tributyrine)
10.3. recherche I’enzyme lécithinase/lipase (Baird Parker)

TP 4 : Synthése de plusieurs testes par la galerie




11. Identification les bactéries par la galerie d’API et les tests de confirmation
(recherche I’enzyme de coagulasse libre et liée, I’ADNase et antibiogramme)

REDACTION DU COMPTE-RENDU ET NOTATION :

La note obtenue tiendra compte la manipulation pendant les TP et des résultats
obtenus et de la démarche suivie pendant la partie pratique ainsi que de la qualité du
compte-rendu : précision, présentation, qualité de rédaction, orthographe ; les
résultats seront regroupés et interprétés, les conclusions seront soulignées.



TP1 : Initiale de microbiologie

TP n°1 : 1° séance
1. PRESENTATION DU LABORATOIRE DE MICROBIOLOGIE ET
CONSIGNES DE TRAVAIL
¢ GROS MATERIEL

Autoclave

120°C pendant 20 mn — pression 1 Bar — chaleur humide : pour milieux de culture.

Four Pasteur ou étuve universelle :

180°C — 30 mn — chaleur séche : pour instruments et verrerie vide.

Etuves bactérologiques

Thermostatées : température ambiante a 70°C.
Précision : £ 0,5°C,
Elles ne peuvent servir qu’a I’incubation

Bain-marie d’eau thermostatée :

En général 4 37°C, il peut étre utilisé pour incuber pendant une courte durée et mettre en

¢vidence un caractére biochimique.

Jarres a2 anaérobiose pour les bactéries anaérobies strictes

Récipients cylindriques transparents avec couvercle étanche pouvant contenir tubes et boites
de Pétri

L’atmosphére est privé d’oxygéne grice 4 des comprimés générateurs de H; et CO, il y a alors
formation de vapeur d’eau. Un indicateur d’anaérobiose permet de contrdler I"atmosphére.
Ces récipients sont ensuite mis a incuber dans une des étuves précédentes.

© MATERIEL SPECIFIQUE POUR LA CULTURE
Récipients :
Boites de Pétri en polystyréne stérile & usage unique.
Diamétres 5 mm, 9 mm, 10 mm ou 12 mm ; pour milieux de cuiture solides (10 a 20 ml).
Tubes en verre Pyrex a bouchon de bakélite vissé ou a capuchon, stérilisables.
Diametre 16 mm, 18 mm ; 20 mm ou 22 mm.

pour liquides :  { milieu de dilution (9 ml)

{ milieu de culture (10 & 20 ml)

- pour milieux de culture solides : 10 4 20 ml

{ en culot

{ en culot + tranche




Ensemenceurs :

1. Pipettes graduées stériles en polystyréne a usage unique sous emballage individuel] :
pour prélever des volumes précis de liquide et faire des dénombrements de germes : 1 ml, 2
ml ;5 ml, 10 ml.

2. Pipettes Pasteur en verre a extrémité effilée et boutonnée, pour repiguage a partir d’un
milieu liquide (prélévement de petite quantité mais sans précision de volume).

3. Ensemenceur Pasteur : composé d’un manche, d’un mandrin et d’un fil métallique en

Nickel/Chrome amovible dont I’extrémité peut étre :
- droite : fil droit pour ensemencement par piglire
bouclée : anse ou dese pour repiquage
triangulaire : étaloir pour étaler un dép6t de liquide a la surface d’un milieu en boite de
Pétri.
¢+ MATERIEL D’OBSERVATION
Loupe bineculaire :

Elle permet d’observer des objets ou des cultures avec un grossissement x10. L’ éclairage peut
se faire par dessus ou par dessous I"objet.

Un appareil photo polaroid (Microcam.) peut s’adapter sur I’oculaire.
Microscope :

Il permet d’observer des préparations microscopiques 4 1’état frais (entre lame et lamelle) ou
des colorations de frottis fixé sur lame.

[1 posséde : - 2 oculaires de grossissement x10

et 4 objectifs de grossissements x 4 x 10 x 60 et x 100.

i.’objectif x 100 doit étre utilisé avec de I’huile & immersion (1 goutte entre lame et objectif).
Le grossissement total est égal au produit [Jx oculaire x objectifl !,

Un appareil photo polaroid (Microcam) peut s’adapter sur |’ oculaire.

Compteurs de colonies :

[Is permettent le comptage des colonies en boites de Pétri.
2 types de compteurs :

¢ compteur semi-automatique : avec ¢clairage par dessous, loupe grossissante et crayon
¢lectronique. Le nombre de colonies s’affiche automatiquement & 1’écran aprés chaque

pression du crayon.



¢ Compteur automatique - Une caméra vidéo analyse I'image de la boite de Pétri et affiche
a I’écran le nombre de colonies visionnées.

¢+ PREPARATION DES MILIEUX DE CULTURE

Définition : Milicux liquides ou solides renfermant ’cau et les éléments nutritifs nécessaires

a la croissance et 4 la multiplication des germes.

Composition :

Tous les milicux renferment les substances de base :

- cau

- source d’N et de C organique

- ions minéraux

Les milieux solides sont obtenus par ajout de 10 a4 15 g d’agar (polysaccharide extrait

d’algues). Ces milicux sont dits « gélosés ».

Certains milieux renferment en plus d’autres substances :

- soit parce que les germes recherchés sont plus exigeants,

- soit parce qu’on veut mettre en évidence un caractére biochimique particulier,
- soit parce qu’on désire rendre le milieu sélectif pour un seul type de germe.

1. Source particuliére de carbone organique: glucides, acides organiques
(germes exigeants ou mise en évidence d’un caractére biochimique).

2. Indicateur de pH : pour mettre en évidence 1’acidification ou I’alcalinisation
du milieu dii & un métabolisme fermentaire (1% cas) ou 4 une réaction de désamination (2°°
cas).

3. Des substances inhibitrices : pour rendre le milicu sélectif. Ces substances inhibent le

développement de la plupart des germes, sauf celui que I’on veut favoriser.

Commercialisation des milicux de culture :

- la plupart des milicux sont conditionnés en tubes, boites de Pétri ou flacons préts a
Pemploi mais ils existent également sous forme déshydratée.

- dans le cas de milieux déshydratés, il faut peser le milieu sec et rajouter le volume
d’eau nécessaire.

Pour les milieux gélosés, il faut porter a ébullition pour dissoudre l'agar. La solution
homogéne est ensuite répartie en tubes ou en flacons bouchés.

- Ces milieux liquides ou gélosés sont ensuite stérilisés a I"autoclave a 120°C sous
une pression de 1 Bar pendant 20 mm. La durde de conservation dépend de la tempeérature et

de la composition du milieu.



POSTE DE TRAVAIL DU MICROBIOLOGISTE

© CONDITIONS DE TRAVAIL ASEPTIQUE

Avant manipulation :

* L’opérateur doit désinfecter le plan de travail (eau de Javel ou alcool), il doit porter une
blouse propre, se laver soigneusement les mains puis les désinfecter (alcool ou mercryl
laurylé).

* Tout le matériel nécessaire doit étre a proximité de 'opérateur dans un arc de cercle
entourant le bec Bunsen. 1l est préférable de marquer ou étiqueter les tubes et boftes avant

manipulation.

] Les milieux a ensemencer étant stériles, il faudra travailler aseptiquement pour éviter

toute contamination.

Pendant les manipulations :

* Le bactériologiste travaille assis, le bec bunsen allumé créant un cylindre d’air stérile
(il existe des hottes a flux laminaire qui permettent de filtrer 'air en continu et le rendre

stérile).
* les récipients sont ouverts & proximité de la flamme :

v Iorifice des fubes est flambé avant ensemencement, le bouchon étant maintenu par
ie petit doigt de la main qui tient I’ensemenceur .

v les boites de Pétri sont ouvertes preés de la flamme le temps de couler le milieu ou

de faire I’ensemencement en surface.

¢ Les ensemenceurs doivent étre stériles :

v le fil métallique des ensemenceurs est chauffé au rouge dans la flamme plusieurs dizaines
de secondes et la tige supéricure est flambée pour détruire les germes ambiants. Le fil est
ensuite refroidi non loin de la flamme avant le prélévement.

v les pipettes graduées sont débarrassées de leur emballage stérile et utilisées telles quelles
(sans passage dans la flamme).




v les pipettes Pasteur sont flambées rapidement avant ouverture. On casse l'extrémité
boutonnée avec une pince métallique flambée.

Aprés manipulation :

- les orifices des tubes sont flambés avant bouchage,
- les boites de Pétri sont refermées prés de la flamme ;

- les ensemenceurs métalliques sont chauffés au rouge pour détruire les germes
restants,
- les pipettes & usage unique sont désinfectées dans un récipient haut renfermant de

I’cau de Javel, pendant plusicurs heures avant ¢limination.

- Les milieux étant mis & incuber a 1’étuve, la paillassc est débarrassée, puis

désinfectée & nouveau par flambage.

- Lorsque les analyses sont terminées, tous les récipients renfermant des micro-
organismes (tubes, boites, flacons, etc...) doivent étre stérilisés a I’autoclave avant d’étre

vidés, lavés ou jetés.
© LES CONSIGNES DE SECURITE

I.a manipulation des souches bactérienne et le dénombrement des micro-organismes divers,
présente des risques pour le manipulateur et son entourage, ainsi que des risques pour
Penvironnement en cas de dissémination.

Un bonne prévention de ces risques repose sut

1. la formation et I'information des manipulateurs,
2. la connaissance des risques,
3. le respect des bonnes pratiques de laboratoire des consignes de sécurit€ et

particuliérement au niveau de la protection individuelle (port de blouse, gant...)

1 — La formation ¢t information des manipulateurs :

Les manipulateurs sont formés pour obtenir de bonnes bases en microbiologie et manipuler

avec les bonnes régles de sécurité.

2 - Connaissances des risques :

On se trouve en présence de microorganismes présentant un risque modéré pour le

manipulateur, limité et faible pour la communauté.

3 — Le respect des bonnes pratiques de laboratoire, des consignes de sécurité :

Les bonnes pratiques de laboratoire doivent étre connues de tous et les consignes générales
affichées dans la salle de T.P.



MESURES PREVENTIVES POUR EVITER LES CONTAMINATIONS

1 — Tenue vestimentaire :

habits de ville laissés sur les portes manteaux (sas ou vestiaire),
- port de la blouse (obligatoirement fermée et propre)
- port de la charlotte,

ongles coupés,
- cheveux attachés,

- bijoux enlevés.

2 — Hygiéne des mains avant et aprés manipulation ;

- lavage des mains avec du savon liquide antiseptique,
- essuyage des mains avec du papier usage unique.

3 — Nettovage des paillasses avant et aprés manipulation ;

- nettoyage des paillasses 4 'aide de papier imprégné de javel (pissette jaune), jeter
le papier dans les corbeilles prévues sous les paillasses et sécher avec du papier.

4 — Désinfection en cas de contamination :

- en cas de casse ou de projection de culture bactérienne, prévenir le responsable du
laboratoire qui proceédera a la désinfection (voir procédure : « personnel du laboratoire).

| 11 est important de surveiller les opérations de nettoyage et de désinfection pour prévenir les |
risques pour les manipulateurs




LES INTERDITS PENDANT LA MANIPULATION

Interdiction :

- de toucher les objets personnels pendant les manipulations

- de porter ses mains 4 la bouche

- de manger, boire, fumer, se maquiller, de stocker des aliments et des boissons
- de pipeter 2 la bouche (utilisation de pipelte automatique)

- d’ouvrir les fenétres (courants d’air)

- de jeter les cultures bactériennes dans les éviers et la poubelles.

¢ Le matériel usage unique (pipette plastique, pipette pasteur), ayant contenu une culture
microbienne sera jeté dans un bocal ou bécher rempli d’eau de javel

o Les boites de Pétri de culture microbienne non utilisées aprés manipulations sont jetées
dans des sacs d’autoclave marqués du sigle international du risque biologique. Ceux-ci sont
placés a chaque extrémité de paillasse pour éviter les déplacements.

¢ Les pipettes placées dans le bécher rempli d’eau de javel doivent étre enlevées avant la
séance. Ces pipettes ont été placées 24 H dans P'eau de javel donc les germes sont détruits.

- de mettre des papiers dans les béchers d’eau de javel.



TP n°1 : 1°° séance

2. TECHNIQUES D’ENSEMENCEMENT

Définitions :

L’isolement permet ’obtention de colonies & la surface d’un milieu solide par
ensemencement a partir d’un produit alimentaire ou d’un prélévement biologique ou par
repiquage a partir d’un milieu de culture solide ou d’un milieu liquide d’enrichissement.

Le milieu d’isolement peut &tre non sélectif (flore totale) ou séiectif.(flore particuliére)

Le repiquage peut se faire a partir d’une colonie prélevée sur milieu solide et ensemencement
sur milieu solide ou sur milieu liquide pour obtenir une culture pure. Une culture pure ne
renferme qu’une seule espéce bactérienne (souche)

Ces techniques sont appliquées pour ensemencer pour I’observation microscopique et
coloration de Gram (partie 3 et 4)

3 souches bactériennes en cultures pures sur boite de gélose nutritive (GN)

- Staphylococcus epidermidis : SE
- Bacillus subtilis : BS
- Escherichia coli : EC

On préléve aseptiquement un fragment de colonie avec 1’Gese ou anse Pasteur et on
ensemence un milieu neuf. ;

1) en milieu liguide en tube: I'Gese chargée de germes est agitée dans le bouillon nutritif
BN de fagon a les remettre en suspension. Aprés incubation a 37°C a 1’¢tuve leur
développement se traduit par 1I’apparition d’un trouble plus ou moins important.

2) sur milieu solide :

Préparer des boites : le milieu GN en surfusion est coulé en boite de Pétri (environ 15 ml) ,
aprés refroidissement et solidification a plat la boite est retournée et ouverte dans 1’étuve pour
s€cher la surface du milieu (quelques minutes)

On pratique un isolement & partir de colonies isolée sur un milieu solide, plusieurs méthodes
sont utilisées, dont celle des cadrans: une pipette Pasteur boutonnée est déchargée
progressivement de ses germes par application a la surface du milieu selon un mouvement en
« zig zag ». Le dépdt est trés important au départ, mais a la fin, il n’y aura plus que quelques
bactéries qui donneront des colonies bien isolées.

Les boites sont incubées dans 1’é¢tuve a 37°C (a I’envers couvercle en bas pour éviter la
condensation sur le milieu)

10



TP n°1 : 1°" séance

S. FACTEURS DE CROISSANCE (SEANCE D’ENSEMENCEMENT)

1- Influence de Ia température sur E. coli

Ensemencer une goutte de suspension d'E. coli sur quatre tubes de bouillon nutritif,
Incuber a quatre températures différentes :

- 1 tube & 5°C (réfrigérateur),

- 1 tube a 20°C (laboratoire),

- 1 tube a 37°C (étuve),

- 1 tube & 55°C (étuve).

Aprés 48 heures, observer l'importance du trouble s'il y a eu développement, ou noter
l'absence de développement.

2- Influence du pH sur E.coli

Ensemencer une goutie de suspension d'E.coli sur cingtubes de bouillon nutritif de pH
variable, pH2,6, pH3.6, pH6,8, pH8.6, pH10.

Incuber tous les tubes & 37°C pendant 48 heures.
Observer l'importance du trouble ou l'absence de développement.

3- Influence de la pression osmotique sur E. coli

Ensemencer une goufte de suspension d' E.coli sur troistubes de bouillon nutritif de
concentration croissante en chlorure de sodium (le témoin sera un tube de bouillon nutritif
incubé a 37° C renfermant 0,5 % de Nacl).

- Bouillon 5 (0,5 % + 5 % Nacl)
- Bouillon 10 (0,5 % + 10 % Na cl)
- Bouillon 20 (0,5 % + 20 % Na ¢l)
Incuber a 37°C pendant 48 heures.
Observer l'importance du trouble ou l'absence de développement.

4- Influence de I'oxygéne Sur Pseudomonas, E. coli, Clostridium.

Ensemencer en stries 4 l'anse Pasteur chaque souche sur deux boites de Pétri (gélose nutritive
pour E. coli et Pseudomonas, gélose viande Foie solide pour Clostridium).

Incuber une boite de chaque souche & 37°C en aérobiose et les trois autres boites a 37°C dans
une jarre 4 anaérobiose aprés avoir mis une double couche de milieu.

Comparer le développement de chaque souche dans les deux conditions d'aération

(aérobiose et anaérobiose)
11



TP n°l : 2°° séance - Lecture

3. TECHNIQUE DE COLORATION DE GRAM

Principe :

La coloration de GRAM est la coloration de base de la bactériologie. C’est une
coloration double qui permet de différencier les bactéries, non seulement d’apres leur
forme mais également d’aprés leur affinité pour les colorants. Ce procédé de coloration
différentielle divise les bactéries en deux classes : GRAM - ou GRAM +

Matériel :

lames pour microscope

bec bunsen

oese

microscope avec objectif & immersion et huile
colorants pour GRAM

support pour lame

Technique :

Effectuer un frottis sur lame a partir de cultures de 18 & 24 heures. A "aide d’une
anse ou d’une pipette Pasteur, faire un dépdt en évitant de trop étaler sur toute la
lame. Laisser sécher pour que le frottis adhére a la lame.

Fixer le frottis a I’aide de quelques gouttes d’alcool, flamber et laisser refroidir.

Couvrir de colorant (cristal violet pour Gram) le frottis fix¢é et laisser en contact
pendant 1 minute.

Laver a ’eau.

Recouvrir la lame de mordant (lugol pour Gram) et laisser en contact pendant 1
minute.

Laver a I’cau.

Décolorer a ['aide d’alcool/acétone ou avec le décolorant pour Gram jusqu’a ce
que le solvant n’entraine plus de colorant (30-60 secondes, solvant incolore).

Laver a I’eau

Couvrir la lame de colorant de contraste (safranine pour Gram ou fuschine
basique) et laisser agir pendant 30-60 secondes.

Laver a I’eau

Sécher a ’air.

Observer a I'objectif 100 en mettant une goutte d’huile 4 immersion (entre lame et
objectif, monter le condensateur, ouvrir le diaphragme).

Résultats : Observer la forme 'arrangement et le gram

Coloration violette : gram +
Coloration rose : gram -
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TP n°l ;: 2°° séance

4. OBSERVATIONS MICROSCOPIQUE ET MACROSCOPIQUE DES
CULTURES EN MILIEU LIQUIDE ET SOLIDE

Caractéres macroscopiques et microscopigques des 3 souches :

Souche Aspect des colonies | Aspect du | Coloration de | Examen
sur milieu solide en | développeme | gram microscopique
boite de Pétri GN |nt en milieu
liquide BN Honme B
arrangement des
bactéries
Staphylococcus T
epidermidis [IML A4
mm 4 .
= [i$3e g_;;?m G CO([M 2
lfl,oma%k'\ﬁ- ramn + Bamen
¥ [)tam
Bacillus subtilis | ' -
.T?F"- = g._; VImcM loa_ullﬁ»
S Z et
o 'Eﬁ" . 2 ex(t 3

h‘,utat o

Escherichia coli |

- l (53¢ lmamanazm- G com Coc,c_.ﬁlg"*;w»

Pornds l gv’”) “= _______C‘Z_"‘_S_‘__J"‘_-“—'-"i-—-
_—-l-),iy. A- c,o!‘igwpsus bwm 5 \ /ij:_’__ Ue,maa:‘—
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ez Ut | (lonte

T’YF;_’S z mw« J ‘.:V\-U itz a2t \ us%? ’&dum ‘ ok heil [(,.mb_



3. FACTEURS DE CROISSANCES

1- Influence de la température

Température 5°C 20°C 37°C 55°C
d'incubation
Développement
_ 4
JE. coli 4+ 4+ F -

Conclusion : T@M F;_raj”u

o 0\1 wmom do erovstamie @ N°C

s e davele l
£ CDA .QA}-()M b&uh:rl“’-
(—wf"’:m}u@_ ankre  20°C oFkO°

2- Influence du pH

edie. AB°C 2 UB°C
Tsophile qf\_’éco,}um__
o

Influence du pH 2,6 3,6 6.8 8.6 10
Développement
dE. coli — - 4+ — o

Conclusion :

£ w/ﬂ ‘

P

Le. mu\ HFU—D

H o‘\hmdm o~ W‘,é N
% Em'\%‘r de eu‘*,“ \h%"["“ 2

Mér'?a'- vw_a,}ro (3‘/\;{9. .
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3- Influence de la pression osmotique

Pression BN +5 % BN +10 % BN +20 %
osmotique de NaCl de NaCi de NaCl
Développement

d'E. coli 4 - -

Conclusion: & . eole é,/ﬂ— oS ba_c}‘érft VG II\AJOF\N:'JL

4- Influence de 1'02

Développement de E. coli Pseudomonas Clostridium

colonies

En aérobiose

+ -+ + -

En anaérobiose

+ s +

Conclusion :
£ cols mxi' vna l@ab“zfaac anfe - wAMfclcmz cac,a,-“‘\!nw_ (AAF)
k)a_d\éﬁﬁ— cwokai &s’\"!ub-

Forcdpmomad A ons

CGJX/?MLUM %}' DAL bao\’e.ne, W(OL\L J"ﬁc;t»
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TP n°2 : Métabolisme énergétique et de carbone

TP n°2 : 1 séance

6- MISE EN EVIDENCE DU TYPE RESPIRATOIRE : affinité vis-a-vis de

l'oxygéne.

Trois souches seront testées a partir de cultures sur bouillon: E. eoli, Pseudomonas,
Staphylococcus.

Composition du milieu de culture : la gélose viande levure a 6 g de gélose par litre (VL 6 %o0) est un

milieu semi solide, renfermant 5 g/l de glucose comme source d'énergie, de la peptone, de 'extrait
de levure et de I'extrait de viande comme source de facteurs de croissance. Il ne renferme ni nitrate,

ni nitrite, ni sulfite, ni thiosulfate.

Régénération des milieux : Porter les trois milieux 4 100°C pendant 30 mn pour chasser 1'02
dissout (Créer un gradient de rH). Refroidir 4 48°C (température de surfision).

Ensemencement du milieu :

» Stériliser l'effilure d'une pipette Pasteur boutonnée par passage dans la flamme
e Refroidir quelques secondes a c6té de la flamme
¢ Tremper dans le bouillon de culture et ensemencer le milieu VL en surfusion de bas en haut

selon un mouvement de vrille.
Refroidir le milieu sous I'eau froide pour le solidifier.

Incubation : Dévisser 1égérement les bouchons pour laisser les milieux en aérobiose en surface
pendant ['incubation a I'étuve a 37°C pendant 48 heures.

Noter la zone de développement des colonies et en déduire e type respiratoire.

7- RECHERCHE DES ENZYMES RESPIRATOIRES (0XYDASE,
CATALASE ET NITRATE REDUCTASE)

Trois souches seront testées a partir de cultures sur bouillon : £ coli, Pseudomonas,

Staphylococcus
» Préparation pour la recherche de l'oxydase et de la catalase

» Couler trois boites de gélose nutritive et laisser solidifier.

e Ensemencer en siries serrées a l'anse Pasteur une boite de gélose nutritive avec chaque souche
a tester (méthode des cadrans),

® Incuber a 37°C pendant 48 heures.

» Préparation pour la recherche de la nitrate réductase

* Ensemencer une goutte de chaque suspension bactérienne sur bouillon nutritif nitraté (1 g/ de
KNO;).
¢ Incuber a 37°C pendant 48 heures.
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8. METABOLISME DU CARBONE

8.1. Test Oxydative ou Fermentaire vis a vis du glucose

Quatre souches seront testées : E.Coli, Staphylococcus, Bacillus, Pseudemonas (culture

liquide).

1 — Milieux d’étude

- Milieu de Hugh et Leifson (milicu semi solide renfermant du glucose et un indicateur de
pH) et milieu MEVAG staphylocoque.

* Faire fondre et régénérer 6 tubes de milieu de Hugh et Leifson au bain marie, a 100°C
pendant 20 mn pour enlever I’oxygéne dissout.
* Refroidir les milieux a 50°C (surfusion).

* Ajouter dans chaque tube de milieu 7 gouttes de solution stérile de glucose a 30 %
pour avoir une concentration finale de 1 % (10g/1).

* Homogénéiser sans incorporer d’air.

- Dans le milieu = Mevag pour staphylocoque : ne rien ajouter ; le glucose est
déja dans le milieu.
* Solidifier sous I’eau. Les milieux sont préts a ensemencer.

2 — Ensemencement

* Avec chaque souche a tester, ensemencer 2 tubes de milieu par piqlire centrale
au fil droit.

* Couvrir ['un des milieux avec 1 cm d’huile de paraffine stérile (tube en anaérobiose).

3 — Incubation & 37°C pendant 48 heures.

Laisser les bouchons dévissés pour permettre 'arrivée d’0O,  dans le tube sans
paraffine (tube en aérobiose).

4 — Lecture (voir fiche technique - 2 éme séance)

Le virage de I'indicateur du vert ou violet au jaune traduit I’acidification du milieu donc

I'utilisation du glucose.
Selon la zone de virage dans le tube en aérobiose (surface ou profondeur), on visualise le

type métabolique, le résultat étant confirmé par le tube en anaérobiose.
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8.2. Fermentation les différents sucres : Maltose et Lactose

a) Maltose :

Milieu liquide : eau peptonée au rouge de phénol avec cloche

Deux souches et deux sucres seront testés : E.coli et Proteus vulgaris, Fructose et maltose
(culture liquide).

* Milieux : quatre tubes de milieu de base liquide renfermant un indicateur de pH et
une cloche renversée.

Ajouter a deux tubes d’eau peptonée, 1 ml de solution stérile de fructose a 10 % et &
deux autres tubes 1 ml de maltose 4 10% pour que la concentration finale en sucre

soit de 1 % (10g/1).
Homogénéiser et vérifier que la cloche ne renferme pas de bulle d’air.

* Ensemencement : déposer avec une pipetie Pasteur une goutte de suspension d’E.coli
ou de Proteus vulgaris sur chaque milieu sucré. Agiter.

* Incubation : a 37°C pendant 48 heures.

* Lecture : le virage au jaune de Dindicateur et le gaz dans la cloche traduit la
fermentation du sucre avec production de gaz.

b) Lactose :

Deux souches seront testées sur milieu de Kligler : E.coli et Proteus vulgaris (culture liquide)

1 — Milieu : deux tubes de milieu de Kligler, solide en tube incliné (culot + tranche) renfermant du
glucose, du lactose et un indicateur de pH.

2 — Ensemencement : ensemencer chaque souche dans le culot par piqlre centrale au fil droit et sur
la tranche en stries serrées avec 1’anse Pasteur,

3 — Incubation : & 37°C pendant 48 heures bouchon dévissé
4 — Lecture (voir fiche technigue)

La B galactosidade est un endoenzyme qui hydrolyse le lactose en galactose + glucose. Elle est
fabriquée par certaines bactéries en présence de lactose.

Le réactif est I"ortonitrophényl galactoside (ONPG) qui est hydrolysé par la B galactosidase en
orthonitrophénol jaune.

Remarque : sur le méme milieu, on lit directement la fermentation du glucose (culot jaune) et
I'utifisation du lactose (tranche jaune).
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"o 8.3. Mise en évidence de la fermentation mixte

=
[ ]

s &

s ® Teste la dégradation le glucose par les entérobactéries

=

-
&
[ ]

11y a deux voies possibles mises en évidence sur le milieu de CLARK et LUBS : la voie acide
mixte et la voie butyléne glycolique.

On testera deux souches E.coli et Entérobacter (culture liquide)
1 — Milieu : deux tubes de milieu liquide de CLARK et LUBS renfermant du glucose.

2 — Ensemencement : ensemencer chaque milieu avec une goutte de suspension bactérienne a tester
(E.coli et Entérobacter).

3 — Incubation & 37°C pendant 48 heures.

4 — Lecture fvoir fiche technigue)
Aprés incubation, on met en évidence la voie acide mixte par la réaction au rouge de méthyle

(RM) et 1a voie butyléne glycolique par la réaction de Vosges Proskauer (VP).
Les entérobactéries se classent en deux catégories

* RM + VP- (Voie acide mixte),
* RM - VP+ (Voie butyléneglycolique).
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Utilisation du citrate de sodium.
On testera deux souches : E.coli et Salmonella (culture en milieu solide).

I — Milieu : deux tubes de milieu de Simmons (milieu solide incliné) contenant du citrate de
sodium comme seule source de carbone et un indicateur de pH.

2 — Ensemencement : ensemencer chaque milieu 4 I’6ese avec une seule strie longitudinale sur la
tranche & partir d’une colonie prélevée sur un milieu solide.

3 — Incubation a 37°C pendant 48 heures bouchon dévissé

4 — Lecture (voir fiche technique)
L’utilisation de citrate se traduit par un développement et par le virage au bleu de la tranche.
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Groupe

6 - - MISE EN EVIDENCE DU TYPE RESPIRATOIRE

TP N° 2 - 2°™ géance : Lecture

---------------------------------------

Souche

E. coli

Pseudomonas

Staphylococcus

Zone de
développement

<.

TEY I

’pa,!'(ou\(

Type respiratoire

7 — RECHERCHE DES ENZYMES RESPIRATOIRES (aprés incubation)

a) Recherche de ’oxydase : présence du cytochrome C

Sur une plague contenant quatre supports imprégnés de réactif oxalate de N dimethyl
paraphényléne diamine, déposer et étaler a l'aide d'une pipette Pasteur boutonnée, un fragment de

colonie.

Coloration violet foncé : Oxydase +

Pas de coloration ou coloration rose ou mauve : Oxydase -

(Ne pas utiliser 'anse Pasteur)

Souche

E. coli

Pseudomonas

Staphviococcus

Observation aprés
dépot d'une colonie
sur la plaque

Résultat de l'oxydase
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b) Recherche de la catalase

Catalase : Déposer une goutte d'H,O; 4 10 volumes sur une colonie.
Dégagement de gaz : Catalase +

Pas de bulles de gaz : Catalase -

Souche E. coli Pseudomonas

Staphylococcus

Observation aprés
dépdt d'une goutte
d'H2O2 sur une

colonie

Résultat de 1a catalase

¢} Recherche de la nitrate réductase :

- Ajouter dans le milien une goutte de réactif | et une goutte de réactif 2.

Ces deux réactifs constituent le réactif de Griess.

1 : Acide parasulfanylique en milien acétique.

2 : o« naphtylamine en milicu acétique.
Ce réactif donne une coloration rose en présence de nitrites.

Si coloration rose : présence de nitrites dans le milieu donc
NQO; ----> NO,  nitrate réductase +.

~ Si pas de coloration rose : absence de nitrites, recherche des nitrates par addition de

poudre de zinc. (Réducteur)
NO3_ + Zn ——-> NOQ_

Si la coloration rose apparait par action de la poudre de Zn, le milieu aprés incubation

contenait toujours des nitrates.
NO;  Nitrate réductase -

- Si la coloration rose n'apparait pas par action de la poudre de Zn, le milieu, aprés incubation
ne contenait ni nitrates, ni nitrites. Ceux-ci ont été réduits en ammoniac ou azote.

NO3_ - NOg_ -—> NH} ou Ng

Nitrate réductase +
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Nitrate réductase

Souche

E. coli

Pseudomonas

Staphvloccocus

Observation aprés ajout

du réactif de Griess

Ves?

Observation apres ajout
Je zing

Résultat de la Nitrate

réductase

Conclusion :

Pour chacune de ces trois souches, précisez les voies utilisées pour produire de I'énergie en

aérobiose et en anaérobiose sur milicu non nitraté et sur milieu nitraté.

E. coli :

- Pseudomonas .

- Staphylococcus .
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8. METABOLISME DU CARBONE

8.1. Test Fermentaire ou Oxvdatif : milieu de Hugh et Leifson

‘“‘“""r /

E.coli Staphylocoque Bacillus . _Pseudomona§
sur milieu MEVAG e T
Towive - AL K-
Aspect des cultures < 2} Lot
sur milieu de Hugh et “m‘r o Vs
Leifson o g CB{
C.'G{M
T'ype métabolique r oot L e b, - ;
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8.2 — Fermentation les différents sucres : Maltose et Lactose

a) Maltose: cau peptonée au rouge de phénol avec cloche

Miliey =

Résultat

E.coli

~

H’F REV-ane b 4

Proteus vulgaris

vy S

L

N 5

Lras vl
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b) Maltose: milieu de Kligler — Recherche I’enzyme (B galactosidase

\?e [yigsy @

Aspect du milieu de  [Uitilisation du lactose et Test a PONPG
Kliger du glucose (B galactosidase)
Th L ;;‘méﬁu t”eou{wv > ?.a sel o \M'v'«ﬂ'_
E.COH f;;._::; — \ 6
;" 7 il
%o pluas ¢
%cx‘.;z.‘ - ceiwlet 1AL oDre
Proteus vulgaris a. wist
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24



8.3. Mise en évidence de la fermentation mixte : milieu de Clark et Lubs

a) Test au rouge de méthyle : voie acide mixte.

Couleur du mélange milieur CL +
rouge de méthyle Test RM

E.COI] ¥ f
KA we ;.Ouf: WA,

Entérobacter aérogenes

b) Test de Vosges Proskauer : voie butyléne glycolique.

Couleur du mélange Test de Vosges Proskauer
milieu CL + réacrifs VP, et VP,

E.coli 4 . Vo -

Entérobacter
aérogenes

8.4 Mise en évidence de Iutilisation une source de carbone autre que glucide
: milien du Simmons

Couleur de la tranche  Utilisation du citrate de
Développement sodium

' ’ o f i o
E.coli 4 L
T
Salmonella = N
arizonae '

Conclusion :
Métabolisme du carbone pour les souches testées ?



TP n°3 : Métabolisme de protéines ct de lipides

TP n°3 — 1 Séance

9. METABOLISME DE PROTEINES

9.1. Test de protéolyse (gélatine et caséines)

a) Hydrolyse de la gélatine : Méthode de K&hn.

Deux souches seront testées : (Pseudomonas aeruginosa et Hafnia alvei en culture solide)

pour mettre en ¢vidence laggélatinass.

* Milieu d'étude : dans deux tubes d'eau peptonée, introduire avec une pince flambée,
i un disque de gélatine au charbon ou un film recouvert de gélatine imprégnée de sel

d'argent.

* Ensemencement : ensemencer chaque milieu & partir d'une culture en milieu solide

(suspension dense).

* Incubation : 37°C de 48 heures 4 5 jours.

" * Lecture (Voir fiche technigue) : |'utilisation de la gélatine provoque la libération de

_particules noires de charbon ou de sel d'argent qui se déposent au fond du tube.

b) Hydrolyse de la caséine :

Sur un milieu liquide ou solide contenant du lait écréme.

Deux souches seront testées (Pseudomonas et Hafnia alvei en culture solide) pour mettre en

¢évidence une protéase.

* Milieux d'étude :

- Deux tubes de lait écrémé au tournesol stérile : ajouter 3 gouttes de solution de
tournesol dans 10 ml de lait stérile (pipette Pasteur).

- Deux boites de Pétri renfermant du lait gélosé (10 mi d'eau gélosée 3 3 % d'agar +
10 ml de lait écrémé stérile a mélanger a chaud en tube et 4 couler en boite de Pétri).

* Ensemencement :

- lait écrémé : Ensemencer avec une colonie de [a souche bactérienne a tester.

- lait gélosé : ensemencer une colonie de chaque souche 3 tester en stries rayonnantes
avec l'anse Pasteur.
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* Incubation : 4 37°C de 48 heures a 5 jours.
* Lecture :

- lait écrémé au tournesol : on peut observer quatre phénoménes.

ok coagulation du lait : acidification par fermentation du lactose et virage au rose du
tournesol.

** protéolvse de la caséine :

. éclaircissement du lait non coagulé, partiel ou total.
ou digestion partielle ou totale du caillot qui devient spongieux.

** décoloration du tournesol diie a la présence d'une réductase

** Alcalinisation du lait et virage au bleu par production d'ammeoniaque ou d'acides
aminés alcalins.

- lait gélosé : La digestion de la caséine se traduit par un éclaircissement du milieu autour
de la strie.

9.2. Dégradation des acides aminés

a) Désradation de la lvsine :

Deux enzymes sont recherchées :EDC (lysine décarboxylase) et EDA (lysine désaminase).
Deux souches seront testées : Proteus vulgaris et Hafnia alvei en culture solide.

* Milicux utilisés : trois sortes de milieux peuvent étre utilisés pour la recherche de la LDC
(Milieu de Kligler et Milieu Lysine Fer), dont un seul permettant la recherche simultance de
LDC et LDA (Lysine-fer).

* Ensemencements :

- Ensemencer deux tubes de milieu de Kligler en stries sur la tranche et en piqire centrale
dans le culot avec chaque souche a étudier. Ne pas visser les bouchons.

-~ Ensemencer deux tubes de milieu Lysine Fer en stries serrées sur la tranche et en piqire
dans le culot avee chaque souche a étudier. Ne pas visser les bouchons.

- Enscmeﬁb%r_ dﬁux't‘ﬁbé;de bouillon LDC avec une colonie de chaque souche a tester.
Couvrir d'huile de paraffine (anaérobiose).

* Incubations : a 37°C pendant 48 heures.
* Lecture (voir fiches techniques correspondantes) :

- Milieu de Kligler : la LDC libére de la cadavérine & partir de la lysine. La lecture n'est
pas directe. Aprés extraction de la cadavérine par le chloroforme en milieu alcalin, on la
révele par une réaction colorée (violette) a la ninhydrine.
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Milieu Lysine-Fer : la lecture est directe car le milieu contient du pourpre de
bromocrésol. La LDC se lit dans le culot, la LDA sur la tranche (activité maximum en

aérobiose car c'est une désamination oxydative).

LDC : le culot s"déidiﬁq_ndfab‘c')rd: (culot jaune) par. fermentation du glucose puis
s'alcalirise par produiction de cadavérine (culot violet).

LDA : la tranche vire au rouge par formation d'un complexe entre le fer ferrique du
milieu et l'acide cétonique résuitant de la désamination de la lysine.

Remarque : Une coloration noire du culot sur milieux LDC et Kligler traduit la
présence d'HpS (Complexe noir de sulfure de fer par réaction entre HpS et [e citrate

ferrique du milieu).

b) Acides aminés soufrés : Cystéine, Cystine et Méthionine.

Leur catabolisme produit un dégagement d'H7S. Si le milieu de culture

renferme du fer, il se formera du sulfure de fer.

Mais la production d'H»S peut aussi étre due & la réduction des sulfites ou des
thiosulfates.

* Milieux pour la mise en évidence d'H»>S

- Milieu de Kligler (ensemencé précédemment) renfermant du citrate
ferrique ensemencé par piqiire centrale.

- Milieu Lysine-Fer (ensemencé précédemment) renfermant du citrate
ferrique, ensemencé par piqiire centrale.

¥ Lectures : (voir fiches techniques apres incubation a 37°C pendant 48 heures).

La production d'H»S se traduit par le noircissement du culot des milieux Lysine

Fer et Kligler.
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9.3- Déoradation du tryptophane et de ’urée

a) Dégradation du tryptophane
On recherche deux voies de dégradation possibles :

- la désamination oxydative par la“FDA (tryptophane désaminase) conduisant 4 la
preduction d'acide indole pyruvique.

- la production d'indole et d'acide pyruvique par la Tryptophanase.’
Deux souches seront testées : Proteus vulgaris et Hafnia alvei en culture solide.
* Milieux :

- Deux milieux urée indole (1 ml en tube 4 hémolyse) : pour la recherche de la
TDA, de I'uréase et de la Tryptophanase.

- Deux milieux eau peptonée pour la recherche de la tryptophanase (indole).

* Ensemencement : faire une suspension épaisse dans les deux milieux uréeindole et

eau peptonee.
* Incubation : 4 37°C pendant 48 heures.
* Lecture (Voir fiches techniques)

- Tryptophane désaminase : sur milien urée indole l'acide indole pyruvique
provenant de la désamination par la TDA réagit avec le perchlorure de fer

pour donner un complexe brun-rouge.

- Tryptophanase : la production d'indole sur milieu urée indole et sur eau
peptonée est mise en évidence par une réaction colorée avec le réactif de
Kovacks ou de James.

b) Dégradation de I’urée

L'urée est un produit de dégradation des acides aminés. Elle est utilisée par les bactéries
possédant une uréase.

* Milieu : Les milieux urée-indole précédemment ensemencés avec Protens vulgaris et
Hafnia alvei servent a la recherche simultanée de i'uréase, TDA et indole.

* Lecture : (voir fiche technique aprés incubation a 37°C pendant 48 heures).

On lit d'abord directement {'uréase (virage au rose par alcalinisation du milieu) avant d'ajouter
le réactif de la TDA ( perchlorure de fer) puis le réactif de I'indole. (Kovacks)
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10. METABOLISME DES LIPIDES

Les bactéries lipolytiques appartiennent entre autres, aux genres Bacillus, Pseudomonas,
Clostridium, Serratia. Il existe plusieurs sortes d'activités lipolytiques.

10.1. Recherche I’enzyme : cstérase

C'est une exoenzyme qui hydrolyse un ester en acide gras et alcool. On testera trois
souches : Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas et Serratia.

* Milieu : on utilise le milieu de Sierra renfermant entre autres du Tween 80
(monooléate de sorbitol) et du CaCl..

- Faire fondre 100 ml de milieu de base.
- Ajouter 1 ml de Tween 80 au milieu en surfusion. Homogénéiser.

- Couler un peu de milieu dans trois boites de Pétri. Laisser solidifier. Sécher a
['étuve.

Le milieu est translucide car le monooléate est soluble dans Feau.

* Ensemencement : ensemencer chaque souche par une seule stric a la surface du
milieu et incuber pendant 48 heures a 37°C.

* Lecture (voir fiche technigue) : 1'hydrolyse de l'ester libére de l'acide oléique qui
précipite en présence de CaCl» sous forme d'oléate de calcium insoluble autour de la

strie.

10.2. Recherche ’enzyme : lipase

C'est une exoenzyme qui hydroly_se les trois liaisons ester de la tributyrine. On testera
trois souches : Pseudomonas, Staphylococcus epidermidis et Serratia.

* Milieu : gélose & la tributyrine et au rouge de phénol.
- Faire fondre 100 m! de milieu de base.
- Ajouter 1 ml de tributyrine au milieu en surfusion. Homogénéiser.,

- Couler un peu de milieu dans trois boites de Pétri. Laisser solidifier. Sécher. Le milieu
est rouge et opaque a cause de la tributyrine en émulsion.
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* Ensemencement : ensemencer chaque souche par une strie médiane a la surface du
milieu et incuber a4 37°C pendant 48 heures.

* Lecture (voir fiche technique): I'hydrolyse de la tributyrine entraine un
virage au jaune du milieu autour de la strie.

10.3. Recherche I’enzyvme : lécithinase et de la lipoprotéinase

Ce sont deux exoenzymes. La lécithinase hydrolyse les liaisons esters ou ester
phosphorique de la lécithine du jaune d'oeuf. La lipoprotéinase hydrolyse la
lipoprotéine du jaune d'oeuf. On testera deux souches :

- Staphylococcus aureus.
- Staphylococcus epidermidis.

* Milieu : le milicu de ‘Baird Parker est un milieu complexe peu sélectif
renfermant entre autres du jaune d'oeuf et du tellurite de potassium.

- Faire fondre 100 ml de milieu de base.

- Ajouter 5ml de jaune d'oeuf au tellurite de potassium et 2,5 ml de
sulfaméthazine (inhibiteur de Proteus).

- Couler un peu de milieu dans deux boites de Péiri. Laisser solidifier.
Sécher. Le milieu est opaque a cause du jaune d'oeuf.

* Ensemencement : ensemencer chaque souche par une strie médiane a la
surface d'une boite et incuber 4 37°C pendant 48 heures.

* Lecture (voir fiche technique) :

- La lipoprotéinase provoque un éclaircissement du milieu autour de la
strie (digestion de la lipoprotéine du jaune d'oeuf) qui apparait aprés
24 heures.

- La lécithinase provoque une précipitation des acides gras autour de la
strie qui apparait aprés 48 heures.

Les germes qui peuvent se développer sur ce milieu sont : Staphylococcus,
Micrococcus, Bacillus, Levures.

Pour rechercher ces enzymes, on peut aussi utiliser un milieu non sélectif
comme la gélose a l'oeuf.
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TP n°3 : Métabolisme de protéines et de lipides

TP N° 3 - 2™ séance - Lecture

Fiche de lecture et d'interprétation des résultats

NOM/Prénom closnpaal . Llealz,
y
Groupe ORI assssuns

9. METABOLISME DE PROTEINES
9.1 — Protéolyse

a) Hydrolyse de la gélatine : film noir et blanc en Bouillon nutritif

Pseudomonas Hafnia alvei

Aspect du film Y N - R L
de gélatine v ‘ & 3

(Gélatinase

b) Hydrolyse de la caséine :

- lait écrémé au tournesol

Pseudomonas ‘ Hafnia alvei
Aspect du milieu I pasls ya s Seacpis
Sp i nase 4":‘ . /!U" ’QSL} K\; ¢ ’,BULO,UI (ol
l PP P P
. (ox fg
Fermentation du 7
lactose o
Réductase

Protéolyse de la

caséine r“u: f')U; L4k
- lait gélosé
Pseudomonas Hafnia alvei
Aspect du milieu i, orp aue ol
, i

J"[o-k». ‘,Ki_l.Lf.:('l; s !nan

Protéolyse de la
caséine nt




9,2 — Dégradation des acides aminés

a) Dégradation de la lysine

- Milieu de Kligler

Proteus vulgaris

Hafnia alvei

Coloration a la
ninhydrine aprés
extraction
chloroformique

L.D.C,

- Milieu Lysine-Fer

Proteus vulgaris

Hafnia alve

Couleur du culot

L.D.C.

Couleur de la

Gl €
tranche L

L.IDA.

b) Acides aminés soufrés : ( a combiner avec LDC)

- Milieu de Kligler

Proteus vulgaris

Hafnia alvei

Couleur du culot

.

Vol

H,S

- Milieu Lysine-fer

Proteus vulgaris

Hafnia alvei

Couleur du culot
Jﬁ}-‘-i‘\m

33




H,S

9.3. Dégradation du tryphophane et de I’urée

a) Dégradation du tryphophane et de 'urée

- Milieu urée indole

Proteus valgaris

Hafnia alvei

Coloration du
milieu avec le
perchlorure de
fer

T.D.A.

Coloration apres
addition du
réactif de

James ou Kovacks

Indole

- Eau peptone¢e

Proteus vulgaris

Hafuia alvei

Couleur de 'anneau
aprées addition du ’
réactif de Kovacks ‘ totd ¢ -

=

Indole

b) Dégradation de urée

- Milieu urée indole

Proteus vulgaris

Hafnia alvei

Couleur du milieu

.. 550
urée indole 6

Uréase

Conclusion sur le métabolisme de 'azote -
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10. METABOLISME DES LIPIDES

10. 1. Mise en évidence de 'estérase

Staphylococcus .
p- Y . Pseudomonas Serratia
epidermidis
Aspect du milieu de ‘ Deiag ratie e
Sierra Tire e Wi v il o il o
lu‘v'.c:"-‘{}“”"‘h (e e ‘e
Estérase
10. 2. Mise en évidence de la lipase :
Staphylococcus )
p‘ y L. Pseudomonas Serratia
epidermidis
Aspect du milieu 2 la , : . e Ae o lt~on
s R VL‘;D(&@ an o PR . .
tributyrine v : o e
Lipase

10. 3. Mise en évidence de la lécithinase

Staphylococcus Staphylococcus epidermidis
aureus
Aspect des colonies sur milieu b
de Baird Parker v ortrp AT %""S"‘"“ roem (2
o a‘.g/;."?'rm ~ (y,_'.i'rn'l
Lipoprotéinase
Lécithinase
i
i il v
FCI\DL\- [

Conclusion sur le métabolisme de lipides :
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TP n°4 : Identification bactérienne par la galerie d’API

TP n°4- séance 1

IDENTIFICATION DES STAPHYLOCOQUES ET DES ENTEROBACTERIES PAR
GALERIES API (voir fiches)I

Ensemencer deux galeries API.

- une galerie APl STAPH ou ID 32 STAPH avec une souche de staphylocoque
(souche 1).

- une galerie API 20 E avec une souche d’entérobactérie (souche 2).

Exemple : comment on ensemence une galerie APT

A - MATERIEL
Galerie AP1 20 E (réf. 20 100) + boite + couvercle, tableau de détermination.
Bec Bunsen, galerie avec un tube 4 vis stérile, marker, pipettes Pasteur, pipetteur, une pipette
graduée 0 a 10 ml, huile de paraffine, eau distillée stérile (ou « Suspension Medium » 5 mL -

Réf. bioMérieux 20 110).

B - PREPARATION DE LA GALERIE API

o Réunir fond et couvercle d’une bolte d’incubation et répartir environ 5 mL d’eau dans les
alvéoles (avec pipette graduée et pipetteur) pour créer une atmosphére humide.

o Inscrire les références de la souche bactérienne sur la languette latérale de la boite (+ date et
initiales de opérateur).

o  Déposer la galerie dans la boite d’incubation.

C - PREPARATION DE L' INOCULUM

ATTENTION : il faut préalablement avoir développé une bactérie en colonies isolées
dans une boite de Pétri,
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Vi

Prélévement d'une colonie Travail en Zone stérile Réalisation de la suspension
isolée et prélévement

Ouvrir une ampoule de « Suspension Medium » ou introduire quelques ml d’eau distillée stérile
(avec une pipette Pasteur) dans un tube a vis stérile.

Avec la pipette Pasteur, prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélose.

Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries dans le
milieu.

e Véfivier la densité

D - INOCULATION DE LA GALERIE API 20 E

Avec la suspension bactérienne et la pipette ayant servi au prélévement, remplir tubes et
cupules des tests

(CTI ! VP %GEL ! Remplir uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests.

Créer une anaérobiose dans les tests ADH, LCD,-ODC, URE, H,S en remplissant leur cupule
d’huile de paraffine.

Refermer la boite d’incubation et la placer dans I’étuve & 35 - 37° C pendant 18 4 24 heures.
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B Georges Dolisi
P
Cupuic
\u
Tube
/, s
/f Inoculation do la galerie Ditail d'mn tube
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( ONWG ADH LDC ODC |OIT| Hi URE TDA DD | VP  [GEL] GLU MAN INO 80R BHA SAC MEL AMY ARA

1

( O G ERUAMENAL UL TEC pawinelT] vl f‘f?PMI"“"f”‘L’FrIYL ter g MAGADH LRE
: { f‘ i ;

E - LECTURE ET DETERMINATION : Elle se fait avec le tableau API20 E.

TESTS DE CONFIRMATION POUR IDENTIFIER LE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS par la recherche d'enzymes toxiques.

La lécithinase a déja ét¢ mise en évidence sur milieu de Baird Parker. On recherchera
d'autres enzymes toxiques pour confirmer le caractére pathogéne.

1) Recherche de la coagulase libre : Tester Staph.aureus et Staph. Epidermidis.

C'est une exoenzyme responsable de la coagulation du plasma selon la réaction :

Fibrinogéne + HyO  -fibrme + peptide

polymérisation
= caillot

* Milieu : on utilise un milieu liquide, le bouillon cerveau-coeur pour qu'il n'y ait
pas d'interférence avec la coagulase liée (voir schéma ci-joint).

* Ensemencement : cnsemencer une goutte de suspension bactérienne sur le
bouillon cerveau-coeur, et incuber a 37°C pendant 48 heures.

* Lecture (voir fiche technique) : la coagulatlon du plasma de 1ap1n doit avoir lieu
entre 2 heures et 24 heures d'incubation & 37°C. bl e

2) Recherche de la coagulase liée ou '"Clumping factor' : Tester Staph. Aureus et
Staph. Epidermidis.
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* Principe : des particules de polymére monodispersées de 3 um, enduites de
facon covalente avec du fibrinogéne humain purifi¢ et des IgG agglutineront en
présence de coagulase cellulaire et/ou de protéine A, produites par 8. Aureus. Il y
a fixation spécifique de la coagulase cellulaire au fibrinogéne et de la protéine A

au fragment Fe de l'immunoglobuline G.

Afin d'obtenir une fiabilité maximum, le kit Monostaph comprend un contrdle
négatif contenant des particules monodispersées recouvertes d'albumine bovine.

3) Recherche de I' ADNase : Tester Staph. Aureus et Staph.epidermidis.

C'est une exoenzyme qui catalyse la réaction :

ADN + HyO ------- > Nucléotides ou Polynucléotides.

* Principe : Staphylococcus aureus hydrolyse 'ADN en 24 heures a 37°C. La
présence ou I'absence d'ADN est mise en évidence par l'addition d'un réactif, le bleu

de toluidine.

* Technique : faire une strie  la surface d'une gélose a I'ADN. Incuber 4 37°C de 24
a 48 heures.

* Lecture : verser un peu de réactif sur la strie (bleu de toluidine).

->le bleu de toluidine vire au rose en présence de nucléotides, mais reste bleu en
présence d'ADN.
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TP 4 : IDENTIFICATION BACTERIENNE PAR LA GALERIE D’API

Fiche de lecture et d'interprétation des résultats

NOM/Prénom B T
Groupe D eeeeseesseanensenns

TEST DE CONFIRMATION DE L’IDENTIFICATION DE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS

1. Coagulase libre

Staphylococcus Staphylococcus epidermidis

aurcus

Temps de coagulation du
plasma de lapin

Coagulase

2. Coagulase lié¢e : ""clumping factor"

Staphylococcus Staphylococcus epidermidis

aurcus

Aspect du mélange suspension
de latex et ?;i ¢

+ suspension bactérienne

Récepteur du fibrinogéne

ou protéine A
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3. ADNase :

Staphylococcus Staphylococcus epidermidis
aureus
Aspect de la gélose a I'ADN
aprés addition de bleu de _ solal
toluidine (0% a.u){duf

ottla«cal;wun_

ADNase

+
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GALERIES EFFECTUEES SUR UN STAPHYLOCOQUE ET UNE
ENTEROBACTERIF

Coller les bulletins d'interprétation sans oublier de mentionner les numéros
d'identification des souches et les noms des espéces.

42
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isaralyon Identification d’une bactérie

Controlkdu TP : Identification des espéces bactériennes

Consignes

Geénéralités

L’identification porte sur une famille bactérienne, nommées F1. Pour cette famille, il y a plusieurs
espéces A identifier
Les fichiers 4 utiliser sont disponibles dans la rubrique « TD Ident Bact S3 », dossier « Famille F1 »

Procédure :

1. Allez sur : « e-campus/S3-BIOAP Micro-organismes/Document et liens/TD_Ident_Bact-
S3/Famille F1 ». Imprimer la fiche d’identification des familles Fiche Famille.pdf

2. Pour compléter cette fiche et identifier la famille et éventuellement le genre, dérouler les

diaporamas FamilleF1.pps
En cas de nécessité des liens peuvent étre activés pour réviser certaines notions ou tests

Consulter si nécessaire les fiches techniques « composition et lecture des milieux de culture »,
accessibles grice au lien présent sur la page d’accueil.

3. Allez sur : « TD_Ident_Bact-S3/Document/ systématique bactérienne », cliquez sur
gram+ ou gram- pour afficher les arbres de détermination des familles et genres .Une fois la famille
ou le genre identifié passez au test ci-dessous

4. Revenez au « TD Ident_Bact-S3/Famille F1 et lancer le test correspondant :
TestFamilleF1.htm et répondez correctement aux questions pour connaitre le mot de passe. Notez-

le.

5. Utilisez le mot de passe pour ouvrir le document d’identification des espéces correspondant
« FicheEspecesF1.pdf »

6. Imprimer ce document « galerie » en autant d’exemplaires que nécessaire et les remplir
grice aux diaporamas « EspecesF1.pps » au « TD_Ident_Bact-S3/Famille F1.

Activer si nécessaire les liens pour accéder aux diaporamas d’aide & la lecture des galeries
Consulter si nécessaire les fiches techniques « composition et lecture des milieux de culture »

7. Utiliser le logiciel de calcul de probabilité pour 1’identification : « Taxonomie » qui est dans
rubrique _« TD_Ident_Bact-S3/Documents/ Bactériologie Systématique/TaxonomieSaisisscz
vos résultats « + » et « - » . . Cliquez sur « lancez le calcul des probabilités »

Imprimer le résultat donné par le logiciel.




isaralyon Identification d’une bactérie

Documents a rendre en fin de séance

Regrouper dans une chemise portant votre nom et n° de groupe :
o La fiche familles
e Les fiches galeries correspondant a chague espece
o Les identifications données par le logiciel
Interprétez les résultats obtenus :
o Expliquez le choix de [’espece identifiée
o Fiabilité de la méthode
o Autres methodes ou autres testes a envisager

Une fiche synthése bibliographique sur chaque famille : habitat, pouvoir pathogéne ...(facultatif —
bonus)




TP N° 2 - 2°™ séance : Lecture

NOM/Prénom :. t/l@ r\J SA:’V fo ‘& . AL%}O‘-
Groupe PO A eerenreerrrnneeeanneaenes

6 - - MISE EN EVIDENCE DU TYPE RESPIRATOIRE

Souche E. coli Pseudomonas Staphylococcus
Zone de "
développement En socbace Dowr Fou

Dernes boot Lo lo tobs

tole

Type respiratoire

Aaf%-awaé?b?& AE!oL&?L %l’ﬂ\o{l Aé_.fc‘—‘5”"‘“;‘“5)IG":L
Qacow lfakhive Pacol bakive

7—RECHERCHE DES ENZYMES RESPIRATOIRES (aprés incubation)

a) Recherche de I’oxvdase : présence du cytochrome C

Sur une plaque contenant quatre supports imprégnés de réactif oxalate de N dimethyl
paraphényléne diamine, déposer et étaler a l'aide d'une pipette Pasteur boutonnée, un fragment de

colonie.
Coloration violet foncé : Oxydase +
Pas de coloration ou coloration rose ou mauve : Oxydase -

{Ne pas utiliser 1'anse Pasteur)

Souche E. coli Pseudomonas Staphyiococcus

Pa_s oL?. c:af.o (t%L‘- an

Observation aprés .
dépdt d'une colonie ‘Pa“’ dla. c_o[O fak “1

sur la plaque

Vield Fone

4

Okycla_% - oxyataﬁa —+ o)()/c?{ay— e

Résultat de l'oxydase




b} Recherche de la catalase

Catalase : Déposer une goutte d'H,O, 4 10 volumes sur une colonie.
Dégagement de gaz : Catalase +

Pas de bulles de gaz : Catalase -

Souche £ coli Pseudomonas Staphylococcus

Observation apres

dépdt d'une goutte

d'H202 sur une i;%aﬂmu;} o dz%ﬂcai;::}‘ &= OL&%W =

™

colonie

Résultat de la catalase

¢a)ro.lasL 4 ca‘fa[w,x. i~ cr.L[' o l,a. se +

¢) Recherche de la nitrate réductase :

- Ajouter dans le milien une goutte de réactif 1 et une goutte de réactif 2.

Ces deux réactifs constituent le réactif de Griess.

1 : Acide parasulfanylique en milien acétique.

2 : o« naphtylamine en milien acétique.
Ce réactif donne une coloration rose en présence de nitrites.

- Si_coloration rose : présence de nitrites dans le milieu donc
NO; ==-> NO;  nitrate réductase +,

—  Si pas de coloration rose : absence de nitrites, recherche des nitrates par addition de

poudre de zinc. (Reéducteur)
NO3. + 7Zn ——-> NOZ-

—  Si la coloration rose apparait par action de la poudre de Zn, le milieu aprés incubation
contenait toujours des nitrates.
NQO;  Nitrate réductase -

- Si la coloration rose n'apparait pas par action de la poudre de Zn, le milieu, aprés incubation
ne contenait ni nitrates, ni nitrites. Ceux-ci ont été rédunits en ammoniac ou azote.

NO; ---> NO; > NH; ou N,

Nitrate réductase +




Nitrate réductase
Souche E. coli Pseudomonas Staphyloccocus
Observation aprés ajout
du réactif de Griess “

Rose Ves b Rose soolens

— Pas de (052 —

Observation aprés ajout p
-

Résultat de la Nitrat . ; : od
ésultat de la Nitrate l\];ha.tL {éalﬂcj‘aw—"l' Mi\‘(@\:@ (@_Aj_ﬂ.&b&:{‘ M:k‘(a"&. Ieol'-"}‘lk+

réductase

Conclusion : Am ']‘rcﬁs Sovclfm-b wz,u}‘ 'p:h\p_ Ma:lo"o\@':e-é OX)/ola}i'v’Ls

P«.u.s.qu eurw (c)a?}fww]" lo mhaj'.e.
Pour chacune de ces trois souches, précisez les voies utilisées pour produire de I'énergie en

aérobiose et en anaérobiosg sur milieu non nitraté et sur milieu nitraté.

- Ecoli: o L’@( 7 fience. Oln C«yi’at;lw ¢ domma om (E-'SU‘ it i e

) nouvy Y VYIS s conelun (_IUMF‘;: (a (e ‘(aa\"lou\‘
b) Lo (gsoltat P:w:l-?p da b oralaw i’éma;cafu ohax Pail'qm_ (o hackifie
e‘"‘-‘k ViIVi2 gu oifoloe .
C) /:—au FFE—SEMLP._ da_ le K:Lha:t& lwﬂb& haciui}" o, re,sﬁ}:raﬁmalu mhotﬁ
—  Pseudpmonas : &) Lo ?régznce_, revilie di cyl‘ooluow_a_ c. {‘ém_a}%m ol.m_%t;"'
que (oo bhackace rw‘}‘\m.
E") } (ovame_ EL..uL\
e)
) Staphylococcns : a)f\fu‘i(?eu.u. Ao c.y}of.‘u'am.e. e denne on ,résvunj” nuao‘ln’ -
auy v EQUV'WS ‘ssu:- COV\-OP.U(Q_. clvap-}'ca. (Ok f%ff“hm'

) e



8. METABOLISME DU CARBONE

8.1. Test Fermentaire ou Oxydatif : milieu de Hugh et Leifson

E.coli Staphylocoque Bacillus Pseudomonas
sur milieu MEVAG
Aspect des cultures ! Qe T L
sur milieu de Hugh et | . \V ha I» du U
Leifson EMM"' ’(Ya"""" "0, "
3
1 N o
Type métabolique Fes W)(o‘}'ﬁ Fes mavkalie T . OK){ dabive
mixte wixTla nas (besei do
‘;W’ Jaas acdas
o glucose
8.2 — Fermentation les différents sucres : Maltose et Lactose
a) Maltose: eau peptonée au rouge de phénol avec cloche
Maltose Frochose
Milieu Résultat Hiliew | REsulbal
E.coli e R . Fol mants
(A ZER = . " Gaz_ ;
(ool 3 %“ FUMCM‘_ + C—Oi_"'Hl . O,
W da.u.\nl- 3“‘“‘"‘* H
2
Proteus vulgaris - € e
Pmo bbb oo He B2 [Rn
Ceolews Scu.:.n.n- ’ e

b) Maltose: milieu de Kligler -- Recherche ’enzyme (B galactosidase

Aspect du milieu de

Utilisation du lactose et

Test a 'ONPG

Kliger du glucose (B galactosidase)
E.coli Gel (E(Q > o= JSM
Paj G‘ v+ ( +)
Proteus vulgaris Goz aw wlok [oc — Tweolore
Glo - )




8.3. Mise en évidence de la fermentation mixte : milieu de Clark et Lubs

a) Test au rouge de méthyle : voie acide mixte.

Couleur du mélange milieur CL +
rouge de méthyle Test RM

E.colt RDQ%;_ sau‘\"ew P\r’[ +

Entérobacter aérogenes Rcu%e. ofa ) R. -

b) Test de Vosges Proskauer : voie butyléne glycolique.

Couleur du mélange Test de Vosges Proskauer

milieu CL + réacrifs VP; et VP;

E.coli Pw» da_ WLOA—L&CR}‘\O"" (VA

Entérobacter
Colorabon 1 e vV P+

aérogenes

8.4 Mise en évidence de I’utilisation une source de carbone autre que glucide

: milieu du Simmons

Couleur de la tranche  Utilisation du citrate de
Développement sodium
. — \/.U l' LoV
E.coli
Salmonella
l o0 o 191
arizonae 'Jr + (b

Conclusion :
Métabolisme du carbone pour les souches testées ? .
ok (o Qrudh ar Rermanbadio)
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