Chapitre 111 :
Taxonomie bacterienne

(Suite)

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



Définir une espece procaryote

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

procaryotes ne se reproduisent pas de facon
sexuée.

e Deux définitions possibles:

Ensemble de souches qui partagent de nombreuses

propriétes stables et different des autres groupes de
souches.

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




Une souche oy

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

e Biovars: Difféerences biochimiques ou
physiologiques.

e Morphovars: Difféerences morphologiques.

e Serovars: Propriétées antigéniques distinctes.




Une souche type

Habituellement une des premieres souches
étudiees.

Souvent plus completement caractérisée que les
autres souches.

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

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




Systéme binomial de nomenclature

e Développée par Carl von Linne (Carolus Linnaeus).

e Le nom latin comprend deux parties:

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

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




Les systemes de classification

e Classification naturelle

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

o Reflete autant que possible la nature biologique
des organismes.

e Deux méthodes princiaples de construction:
e Phénetique
Groupe les organismes suivant la similitude
de leurs caracteres phéenotypiques.
e Phylogénique
Groupe les organismes selon des relations
évolutives plutot que des ressemblances

générales. Utilise des caracteres de nature
moléculaire.




Les caractéeristiques principales utilisees

e Deux groupes de carcteristiques:

o Caractéristigues classiques
Morphologiques
Physiologiques et métaboliques
Ecologiques
Analyse génetique

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




Quelques caracteristigues morphologiques, physiologiques et metaboliq
utilisees en phénétique P
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Table 19.4 | Some Morphological Features Used

Table 19.5 | Some Physiological and Metabolic

Characteristics Used in Classification
and ldentification

in Classification and ldentification

Feature Microbial Groups Carbon and nitrogen sources
Cell shape All major groups® Cell wall constituents
. . Energy sources
Cell size All major groups .
. Fermentation products
Colonial morphology All major groups General nutritional type
Ultrastructural characteristics All major groups Growth temperature optimum and range
Staining behavior Bacteria, some fungi Luminescence
Cilia and flagella All major groups ::cc.l;.a nisms o enerey conversion
’ oulity
Mechanism of motility Gliding bacteria, spirochetes o W J——
Endospore shape and location Endospore-forming bacteria Oxygen relationships
Spore morphology and location Bacteria, protists, fungi pH optimum and growth range
. . . Photosynthetic pigments
Cellular inclusions All major groups s i/ i
. Salt requirements and tolerance
Col All .
‘olor major groups

Secondary metabolites formed
Sensitivity Lo metabolic inhibitors and antibiotics

“Used in classifying and identifying at least some bacteria, fungi. ¢ SIS, . . ‘
Used in classifying and identifying at least some bacteria, fungi. and protist Storage inclusions




Composition en base des acides nucléiques

e Contenu en GC

o Mol G+ C-= (G+C)

x100

(G+C+A+T)

e Le contenu en GC est
déterminé a partir de la
température de fusion
(T, pour melting
temperature).

o Variation a l'intérieur

d’un genre bacteérien

généralement < 10%.
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Contenus en GC representatifs des

micro-organismes
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Table 19.6 | Representative G + C Content of Microorganisms

Organism PercentG + C Organism PercentG + C Organism PercentG + C
Bacteria Rhodospirillum 62-66 Peridinivm triguetrum 53
Actinomyces 59-73 Rickettsia 29-33 Physarwm polveephalum 38-42
3 - . .
Anabaena 39-44 Salmonella 50-53 Plasmodium berghei 41
T 1762 ooy ) - 5
Bacillus 32-62 Spirillim 38 Scenedesmus 52-64
TN O > : e i
Bacteroides 28-61 Spirochaeta 51-65 Spirogyra 39
Bdellovibrio 49.5-51 Staphylococcus 30-38 Stentor polvmorphus 45
- . 5 ; 3 o
Caulobacter 62-65 Streprococcus 353-44 Tetrahymena 19-33
Chlamydia 41-44 Streptomyees 69-73 Trichomonas 29-34
Chiorobium 49-58 Sulfolobus 31-37 Trypanosoma 45-59
Clromatium 48-70 Thermoplasma 46 Volvox carteri 50
Clostridium 21-54 Thiobactllus 52-68
: e Fungi
Cyvtophaga 33-42 Trepone 5. ; >
: pRag Treponema 25-53 Agaricus bisporus 44
Deinococeus 62-70 3 :
: 1y P Protists Amanita muscaria 57
Escherichia 48-59 A F 3
. Acanthamoeba castellanii 56-58 Aspergillus niger 32
Halobacterium 66-68 ) . — . .
§ : 7 Acerabularia mediterranea 37-53 Blastocladiella emersonii 66
Hyphomicrobium 59-67 N T : .
: 2 Amoeba proteus 66 Candida albicanys 33-35
Methanobacterium 32-50 S T &2
- 6427 Cilamydomonas 60-68 Claviceps purpurea 3
Micrococens —1d . . . -
i Chlorella 43-79 Coprinus lagopus 52-53
Mycobacterium 62-70 ; ; : e &
v . 3340 Cyelotella cryptica 41 Fomes fraxineus 56
Mycoplasma 2 , 3 - . X
"‘ / €271 Dictyostelinm 22-25 Mucor rouxii 38
Myxococeus 8- . » AR X i
o : i Euglena gracilis 46-55 Newrospora crassa 52-54
Neisseria 48-56 S o
Nitrol $9-62 Lycogala 42 Penicillium notaitan 52
Nitrobacter d - . ’ c
S . P Nitella 49 Polyporus palustris 56
scillatoria =) ) ? . : 3
Nitzschia angularis 47 Rhizopus nigricanys 47
Prochloron 41 : . R
p - Ochromonas danica 48 Saccharomyees cerevisiae 36-42
roteiy % . ’ ; -
Paramecinm spp. 29-39 Saprolegnia parasitica 61
Pseudomonas 58-69
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Hybridation des acides nucleiques

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

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

¢ Incubation avec ’ADN simp
marque a la radioactivite.

e On lave la membrane puis ¢©
restante attachée ala memt
réflete le degré d’hybridatio
les ADN.
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Hybridation des acides nucleiques

Table 19.6 Comparison of Neisseria Species by
DNA Hybridization Experiments

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

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

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

N. meningitidis DNA bound to experimental DNA
b x 100

Amount bound to membrane-attached N. meningitidis DNA
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Séquencage des acides nucléigues

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

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

=T

File Edit WView Favorites Find Conv Mucleic Acids Amino Acids Seek Matrix Help
D:\Helix Forge\MAC Strider Files\pMCl871.l.dna

DNA Secuence
File Length Start RF End RF SEL Length Type
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v * v * v * A * v * v * v
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301|CCGCCCAGTCCTGCTCGCTTCGCTACTTGGAGCCACTATCGACTACGCGATCATGGCGAC 360
361 |CACACCCGTCCTGTGGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCGGCGCCAC 420
421 |AGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCA 480
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Séquencage des acides nucléigues
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, :
¢ L’analyse czr’rApRa[:at‘I[\éeSde Table 19.8 | Selected 16S rRNA Signature Sequences
sequences r ou for Some Bacterial Groups®
. , .
‘\IBS,de mll!lers d,organlsmes 53
a demontre la présence de S E
signatures g P2
oligonucléotidiques. $ g5 ks 2;,
; a ¢ 2 3 g 8 &
e Letypage de séquence AR REEREEEE:
i Position Consensus S £ 8 9 ¢ 5§ 5 8§ §
multilocus (MLST pour inrRNA Composition SH&a 66 Qc ca
multilocus sequence typing) 47 C } U b = 4 L B
est une autre approche 3 A Y8 s o o bl
p ; 570 G + + + U + + + F U
basee sur I'analyse de - ” e A
sequences et la comparaison e G Ag £ + ¥ % k4 A
de 5 a 7 genes domestiques, 953 U ; ; o R
) : 1,207 G + C + + + + + C C -
_ perrn’ettantde det‘ermmer i ” T T Y T ETY
'identité d’une I'espéce ou ‘ _
d’une souche. loivilbiesiplisghtsomisuisblederibmiisintennd o

minor occurrence base (< 15% of the cases),
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Prises d’empreintes génomiques

e La prise d’empreintes
génomiques n’implique
pas de séguencage
nucléotidique .

e Deux principales
approches existent:
1)Polymorphisme de
longueur de fragments
de restriction (RFLP) et
2)rep-PCR (BOX-PCR,

ERIC-PCR et REP-PCR).

Electrophoresis

\|
. ="
' - 11 Classification/
K 1 |
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Cells/infected tissue

o WL ;
M Preparation
PCR
Isolated DNA feseions Amplification

Cluster analysis

identification

Al

Library

== s TRt
Pattern analysis

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

Si on connait la séquence de certaines portions d’un R —

géene ou d’un fragment d’ADN d’intérét, on peut g doublesnded Dy
n gm ngm . . P (a)

I’amplifier en conditions in vitro. Cette procédure — == | somtoatma

s’appelle la réaction de polymeérase en chaine (PCR
ou polymerase chain reaction en anglais).

3
Primer 1

Extend primers.

() i VvV vrv.ve <
Complementary
Complementary to primer 1

Etapes de la réaction: e} _—nnaaanan

Separate strands
and anneal primers.

1)Dénaturation (95°C) , T
étape qui dénature les deux fragments d’ADN

5 ==\ 3

Extend primers.

(o) AN

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

Separate strands
and anneal primers.

complémentaires

U}
[ VAV VoV VL Vo VN S
Complementary :

3)Elongation (72°C) T
Extension des amorces par ’ADN polymérase 14 e

3 AN\
5 ==V 3
Desired fragments
{vaniable-length strands not shown)

And so forth 16




Les enzymes de restriction Y

 Enzymes qui clivent ’'ADN

« Reconnaissent des sequences nucléotidiques spécifiques

« Jléreenzyme découverte chez Haemophilus influenzae en 1970
« Différentes enzymes sont disponibles commercialement

« Nomenclature: BamHl|
- B premiere lettre du genre bactérien (Bacillus)
— am lettres de I’espéce bactérienne
(amyloliguefaciens) e i

: Restriction recognition site in
re rés e n te I a S 0 u C h e b a Enzyme Source organism bl st an e DNA Structure of the cleaved products
p (a) {
=\ 7 EcoRI Escherichia 5' [ =EG—A—A—T—T—C— —6 5 Rt Tt
— | premiere enzyme decouv coli s —*
=CT=T=A=A=6G=15" S el A 5 G—
t 5' overhang
{
Pstl Providencia 5 TG C A6 S0 3 6=
stuartii [} _
ECEASC GG 5 —G ARSIt
3’ overhang
{
Smal Serratia 5 =€—=C—C—G—6G—G— EE=E=C G—G—G—
marcescens ° >
GGG 5 =6=G=0 C=C=C~—=
t Blunt ends
(b) {
Haelll Haemophilus 5 "G—G:C-C— =6=6G 5'e=C
aegyptius e s . oo
Blunt ends
{
Hpall Haemophilus 5 =€—C—G—G— =C EeEG=
arainfluenzae ] —_—F
i =6=6G—=C=C=I5 =6=6=¢c 5 = 17
t 5’ overhang
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Séquencage des proteines

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

e Méthodes indirectes:

o Comparer la mobilitée électrophorétique des
orotéines.

o Déeterminer les propriétés immunologiques des
proteines.

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

Copyright @ The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission req

uired for reproduction or display.

Family

Genus

Species

Subspecies

Strain

16S rDNA

sequencing

‘Genome sequencing
100 Seqlp &
g . ‘dirl::/f.’c‘»x#::f{:}r L;f'}§».19,¢§1’ A )

LU o -
z ~",‘\'.1"1'.. t*. S,

Mol% G+C

DNA-DNA hybridiz

Multilocus sequence

ation

typing

. T L

Whole cell protein pr

ofiling
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L’évolution de la phylogénie microbienne =

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

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

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

La vitesse du changement des séquences peut varier.

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

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

Branch
rd

~_____—Nodes

Noeuds terminaux = c D
Organismes vivants

D
D
Arbres racinés =
e Comporte un
| noeud qui sert
d’ancétre
commun
A
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Créer un arbre phylogénétique a partir de d ‘_

e Aligner les séquences.

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

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

e Utiliser cette mesure de
difference pour créer un
arbre phylogénétique.

moléculaires

Hydrogen
Aquifex pyrophilxs oxidizers

Thermotogales

Chioreflexus aursnriasus Green

Cyanobacteria

-__L-'Ihmmlommwﬁw
Thermomierobilss rosesm nonsulfur
Thermss thermoyp Deinococcus
g 2R
Ne a
: 19 1

Proteobacteria

Chlamydia
et Planctomyces

2 Serpula hyodyeenierioe. SPirochetes

Green
sulfur

exilis

summopimpranie CYtOPhagas
| l B ides fragilis
Cylophaga Iytica

Gram positives

1highG+C
llowG+C
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Les transferts génétiques horizontaux

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

>
S

aeota
2}
nd
©
\ 0

e Le pattern de I'évc
n’est donc pas auss
qu’on ne l'avait d’

)

Euryarch

2/

I~
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Le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology

e Travail détaillé comportant des descriptions de

toutes les especes procaryotes actuellement
identifiées.

e Lapremiere édition du Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology

e Principalement phénétique.

e Ladeuxieme edition du Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology

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

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

Aquifex pyrophilus Aquificae
2 5 P h I a ————— Thermotoga maritima Thermotogae
y Deinococcus radiodurans “Deinococcus-Thermus”
_{_‘i Thermus aquaticus
[ Chloroﬂexus aurantiacus Chloroflexi

Actinobacteria
(High G + C gram positives)

Fusobacteria

Firmicutes
(Low G + C gram positives)
Anabaena cylindrica
45 Synechococcus lividus Cyanobacteria
Oscillatoria sp.
I Chlamydia trachomatis Chlamydiae
Planctomyces maris Planctomycetes
Chlorobium limicola Chlorobi
_——— Flexibacter litoralis
Cytophaga aurantiaca )
Flavobacterium hydatis Bacteroidetes
Bacteroides fragilis
Fibrobacter succinogenes Fibrobacteres
1 Bone.’l}mnr fidurm Spirochaetes
————— Campylobacter jejuni
— Helicoba C)fle r py’od lel ] ¢-Proteobacteria
Desulfovibrio desulfuricans T
Bdellovibrio bacteriovorus o-Proteobacteria
Myxococcus xanthus A
Rickettsia rickettsii q
_‘1— Caulobacter crescentus w-Proteobacteria
Rhodospirillum rubrum | Proteobacteria
Vibrio cholerae ]
l .|: Escherichia coli y-Proteobacteria
Pseudomonas aeruginosa Al
Neisseria gonorrhoeae |
4Emaaﬁgenes denitrifican | p-Proteobacteria
Nitrosococcus mobilis | 26







A. NUTRITION BACTERIENNE.

Définition

Les bactéries se nourrissent :

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

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

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




s
Besoins nutritifs des bactéries

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

= les besoins nulritifs des bactéries sont de deux types :

* Besoins elementaires * Besoins specifiques

- eau,
- une source d'energie,

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

- éléments minéraux .

e

- facteurs de croissance




Diversite de types trophiques

N 7\ N

Source d’énergie

lumineuse chimique MOTganque organique Inorganique organique
l l | , | l
trophe trophe trophe trophe autotrophe hétérotrophe

: photolithoautotrophe, photoorganohéterotrophe,
chimohthoautotrophe, chimicorganohéterotrophe

(mixotrophes) : photolithohéterotrophe,
photoorganoautotrophe, chimiohthohéterotrophe, chimworganoautotrophe

. J




A. Besoins éléementaires

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

bactéries : ce sont les types trophiques

1) Source d’energie

o

Phototrophes

photolitotrophes photoorganotrophes

[ f

donneur d'électrons donneur d'électrons
= Composé Minéral = COMpOSé organique
Ex : bactérias

t]s!ulfu reuses, Ex : bactéries pourpres

- Oxydation d'un
Composé chimique

Chimiotrophes

| |

chimiolitotrophes chimioorganotrophes

| |

donneur d’électrons donneur d'électrons
= Composé Minéral = COMPosé organique

Ex : bactéries Ex : bactéries sulfo-




2) Source de carbone

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

Selon la source de carbone on distingue :

\

Autotrophes

héeterotrophes

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




2) Source d’azote

« La synthése des protéines nécessite des substances azotées .

nodules de Rhizobium|
sur des racines

« La source d’azote peut étre :

* L'azote moléculaire :

- bactéries vivant en symbiose avec
des légumineuses (Rhizobiom)

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

Azotobacter ‘\_

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

* sources organiques (groupements amines des composés organiques

Chez la majorité des bactéries




3) Elements minéraux

- Le souffre et le phosphore sont particuliérement importants .
* Le souffre est présent dans certains acides aminés (groupement

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

souffrés organiques.

* Le phosphore fait partie des acides nucléiques, de nombreuses

coenzymes et de I'ATP. il est incorporé sous forme de phosphate

inorganique .

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

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

.
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B. Besoins spécifiques = facteurs de croissance

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

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

Deéfinition




~

Nature des facteurs de croissance

Les facteurs de croissance Besoins quantitatifs
« des bases puriques ou pyrimidiques, 10 ”Q‘rml
10 pg/mi
- des acides gras,
+ des acides aminés, 10 pg/mi
- des vitamines (coenzymes, precurseurs 1 ”g‘rm|

de coenzymes, groupements prosthetiques

de diverses enzymes)
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* 80 une bactérie a besoin d'un facteur de croissance, ce dernier doit étre

introduit dans le milieu de culture

* Quelques fois les besoins en facteur de croissance d'une espece

bactérienne peuvent étre satisfaits par la présence dans le milieu d'une autre

espece capable de synthetiser ce facteur : c'est le phenomene de Syntrophie

Exemple : la culture sur la meme boite de :

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

* Staphyloccoque = bactérie productrice de NAD

Donne une culture en satellite de Haemophilus spp /’




Un exemple de syntrophie
Urosmmoe @ sovehe de flocnepdafoe spp. exlzranle o laotear ¥

Fassmencomer de la soncine
ele Mlpcemegniadfos sy e s mrk: cn
" fachm V

—

Efscmoaccinenl o1 SR ﬂ"l.!ﬁ.
souche de staphylocogues

producerioe de NAD 4§ astonn W)

Incubution

Apros mwvbation, la cedre do e senche do Boorneplilfier spp, n'set obsorvde qufa
J_!unillrll.ﬁ clis s oml inam s len Lia sorssisFran ales irhjh:, Irt'u-lm‘h.'
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C. facteurs physiques
- On appelle facteurs physiques les facteurs qui relevent de l'environnement

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

- Eau

- température

- pH

- OXygéne

- pression osmotigue

a) Eau :

représente 80 % des constituants cellulaires,
* indispensable au développement

* solvant des nutriment et agent des reactions d'hydrolyse

/
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b) Température

* Elle influence aussi bien la multiplication que le meétabolisme bactérien

* Les difféerentes especes bactériennes ont une tempeérature

“minimale : a laguelle elles peuvent se développer
* optimale c'estla meilleure a laquelle elles peuvent se developper
“maximale : au-dela de laquelle elles ne peuvent se développer

A = 1 Bactérie mésophile

Pamis de eeaiinamie
&

max

B

— o s e e e S o e sttt e el
P 0 i@ 20 1Y T J
I & larer el

— T pEfafuiE &9 i




¢) Le pH

* Il influence I'équilibre ionique du milieu, les réactions meétaboliaues
Et I'activite enzymatique b

nﬂ'.l
‘Les milieux de culture doivent avoir un pH éi"‘
favorable a la croissance de I'espece recherchee. " o4l
C'est la raison pour laquelle ces derniers contiennent .-

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

* Selon leur pH optimale de croissance on distingue des

bactéries : 100
- Acidophiles (1- 4) ACID
- Neutrophiles (5,5 - 8,5) %
- Basophiles (alcalophiles) (8,5 a 11,5) ;
2 O
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d) oxygene
* En fonction de leur exigence en oxygéne, on distingue 4 types respiratoires
de bactéries :
- Aerobies stricts : exigent I'oxygeéne libre pour leur croissance
- Aero-anaérobies (anaerobies facultatives) : capables de croitre avec
ou sans oxygene libre.
- Anaerobies stricts : ne peuvent pas se multiplier en présence
d'oxygéne libre
- Microaerophiles : se multiplient en présence d'une faible

tension d’'oxygene




a * Mise en évidence du type respiratoire des bactéries

Il ol L I
B -
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* La plupart des bactéries sont insensibles a la pression osmotique

(protegee par la paroi rigide)
* Seules les bacteries marines adaptees a une concentration de 35 g/l de

NaCl sont sensibles aux variations de ce paramétre.

-Selon cette sensibilité on distingue

e) La pression osmotique

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

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

- Les halotolerants : NaCl elevee (Staphyloccus)




Geénéralités sur les Milieux
de culture

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

* C'est grace aux milieux de culture que I'etude des bactéries

Est passée du simple examen microscopique a l'isolement,

et de |la a l'identification de bactéries




Deéfinition

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

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

cultive mal :

* ni trop forte sinon le milieu devient vite toxique.

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

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

* Le milieu peut etre liquide ou solidifié par addition d’Agar :
C'est une substance extraite d'algues marines et qui possede
la propriéete de fixer une grande quantité d'eau d'ou

gelification.
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CRITERES DE CLASSIFICATION
DES MILIEUX DE CULTURE

1) Composition chimique

MNaturels ou {'umplcxtﬁ !i-u:mi—m'nthétiq ues Svnit h&tiqur:ﬁ

- li’nmPusitinn chimiqm: naon Milicu 5}'nthétiqu+: + - l'_‘-nmpnﬁiti-nn i:'himique
definie Extrait de Levure bien define

{Ertraiu de Matiere Exemp]e : Citrate de E.'I'.:E‘]]].I]I-E ®{Citrate
ﬂrganique + {'.‘]unnue] Kristensen de Simmons

—EIE']]].I]I-E! : elose nutritive

-Types:

Extraits de Levure
Peptones pepsiques
Peptones trypsiques




LES MILIEUX D’ISOLEMENT DES COQUES
L GRBM:Apticase soja

Gampasitiﬂw

Peptone trypsique de caséine
Peptone papainique de soja

Chlorure de sodium

Agar (gélose)

ED

pH=72

Non exigeants

159
|‘ »Source de C et N
59 |
5Q  Source minérale
15g
gsp 1L

microorganismes

_"‘H‘I

vy




2) Consistance

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

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

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

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

* les milieux selectifs ou electifs (ex. gelose S3)

* les milieux d'identification (ex. milieu TCBS)

* les milieux de conservation

* les milieux de transport

. J
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