Nutrition et croissance
bactérienne



Besoins

 Aliments constitutifs

* Aliments énergetiques



e ration de croissance (propre poids en 24 h)
* ration entretien (rester vivante)(1/500)

Sequestrum &

« sleeping bacteria »



I - Nutrition

* A — Besoins eénergétiques et élémentaires
* 1. Source d’¢énergie

— bacteéries chimiolithotrophes (minerale)
 cycle de la matiere vivante sols et eaux
* bactéries oxydant I’ammoniaque (Nitromonas)

* bacteries oxydant les nitrites (Nitrobacter)

— bactéries chimioorganotrophes (organique)

* bactéries d’intérét médical



I - Nutrition

* A — Besoins eénergétiques et élémentaires
* 2. Source de carbone

— bacteries autotrophes

* CO, comme seule source de carbone

— bacteries héterotrophes
* cOmMpOSEs organiques
* r0le du CO, (stimulant des cultures)
— (Brucella, Salmonella Typhi, ...)



Corks — |

Liquid media,
in tubes

Solid media
Candle in inverted
petri plates



Couvercle Vis de fermeture Pince

Cuve 2 catalyseur Joint d'étanchéité en caoutchouc

Contient des pastilles
de palladium

L'oxygene est éliminé de la cuve en

se combinant a I'hydrogene pour former
de 'eau. Cette réaction est catalysée par
le palladium.

Enveloppe génératrice de gaz

De |'eau est ajoutée aux produits
chimiques présents dans I'enveloppe
pour générer de I'H, et du CO,.
L'anhydride carbonique permet une crois-
sance plus rapide des micro-organismes.

Papier indicateur d'anaérobiose
Le bleu de méthyléne devient incolore
en absence d'0s.




I - Nutrition

* A — Besoins eénergétiques et élémentaires
* 3. Source d’azote

— proteies 10 % du poids sec
— fixation azote moléculaire (Rhizobium)
— nitrites (Nitrobacter)

— source organique groupements amines des
composes organiques (R-NH?2)



I - Nutrition

* A — Besoins eénergétiques et élémentaires
* 4. Soufre et phosphore

— soufre : présent chez certains acides amines
 groupements thiols (-SH)

— phosphore : composant des acides nucléiques et
coenzymes de ’ATP



I - Nutrition

* A — Besoins eénergétiques et élémentaires

e 5. Autres éléments minéraux

— constituant d’enzyme et coenzyme
e fer, magnesium

— oligoeléments (cofacteurs ou activateurs
enzymatiques)

e calctum, cobalt, cuivre, manganese,
vanadium, ...



I - Nutrition

B — Besoins spécifiques-Facteurs de croissance

« substances organiques indispensables que la
bacterie est incapable de synthetiser »

acides amings,
bases puriques et pyrimidiques,

vitamines



I - Nutrition

B — Besoins spécifiques-Facteurs de croissance
bacteries prototrophes

—ne necessitent pas de facteurs de croissance

 bactéries auxotrophes

—necessitent des facteurs de croissance



I - Nutrition

C — Facteurs physiques

1. Température

— bacteries mesophiles (20-40°C)

— bactéries psychrophiles (voisine 0°C)
— bactéries thermophiles (45-65°C)
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I - Nutrition

C — Facteurs physiques
2. pH
—-7a7,5
— bactéries acidophiles (Lactobacillus -pH 6)
— bacteries basophiles (Vibrio-pH 9)
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La flore vaginale « normale »

+ Lactobacille :95%

® Gardnerella

B Baciéroides




VAGINOSE BACTERIENNE:
DEFINITION

La vaginose bactérienne est caractérisée par :

* une profonde modification de la flore commensale
du vagin

* avec la quasi disparition des Lactobacilles,

* ainsi quun développement anormal de trois types de
micro-organismes: Gardnerella vaginalis, Bacteroides et

différents types d’anaérobies



Vaginoses

L
-

cavité utérine trompe

ehdometre

col uterin

vagin



Vaginose

« La prévalence se situe en France entre 15 et
20 %
— 16 - 29 % des femmes enceintes

— 5-25 % des femmes agees entre 17 et 25 ans
— 20 - 60% des consultations d’IST
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I - Nutrition

C — Facteurs physiques

2.pH
— solutions tampons
* phosphates (K,HPO,, KH,PO,)



I - Nutrition

C — Facteurs physiques
3. Exigences gazeuses
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Obligate Obligate Micro— Facultative
aerobe anaerobe aerophile anaerobe



Obligate Objigate Micfo- Facultativ
aerobe angerobe aem?hile anaerobe

Pseudomonas  Clostridium  Campylobacter — Entérobactéries
Neisseria Bacteroides ~ Streptococcus Staphylocoques
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I - Nutrition

C — Facteurs physiques
4. La pression osmotique

— plupart des bacteries insensibles car paroi
— bactéries marines (35 g NaCl/l) : halophiles

* bacteries des saumures (Vibrions halophiles)



Growth rate —— o

Moderate halophile Extreme halophila
Monhalaphile  [marine organism) la.g.. Hafohacrerium)

Saturated
solution

Sodium-ion concentration ———

(b)



IT - Croissance

« accroissement ordonné de tous les
composants d’un organisme »

— appauvrissement du milieu

— enrichissement en certains métabolites



Cell
elongation

Completion of
septum with
formation of
distinct walls

Cell separation




IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
1. Mesure du nombre

—a) Lecture au microscope

— hématimetre (cellule de Petroff-Hausser)
—rapide

— peu sensible

— pas de distinction cellules mortes et vivantes



Couvre-objet

( iR i J

\ Chambre contenant
(@) les bactéries

(b)

Cellule de Petroff-Hausser

(c)



IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
1. Mesure du nombre

—b) Epifluorescence

— coloration par fluorochrome (acridine
orange) fixation sur ADN

— peu sensible

— pas de distinction cellules mortes et vivantes



IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
1. Mesure du nombre

— ¢) Compteur de particules
— tube cylindrique : micro-orifice

— déplacement de volume de solution conductrice
¢gal a son propre volume

— cellules de grande dimension (protozoaires,
levures, algues)

— bactéries problemes (particules inertes)
— pas de distinction cellules mortes ou vivantes



IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
1. Mesure du nombre

— d) Dénombrement apres culture



1T ml 1 ml 1T ml 1 ml Tml 1 ml

9-ml broth
Sample to 1/10 1/100 1/10° 1/10* 1/10° 1/10°
be counted
Plate 1-ml samples * * + *
Too many to count 159 17 2 0
159 X 10° = 1.59 X 10°
Plate Dilution Organisms per ml|

count factor of original sample






IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
1. Mesure du nombre

— d) Dénombrement apres culture
 expression en UFC (unités formant colonies)
e avantages : bactéries vivantes

* inconvenients : long



IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
2. Mesure de la masse

— a) Détermination du poids sec
« centrifugation ou filtration
e s¢chage a 100-110°C

* lnconvenients :

— peu precis
— pas de distinction cellules mortes et vivantes



IT - Croissance

A — Mesure de la croissance

2. Mesure de la masse
— b) Mesure du trouble




Echelle
d'absorbance

Lampe Tube de Cellule
suspension photoelectrique
bactérienne ou détecteur




IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
2. Mesure de la masse
— b) Mesure du trouble
— 650 nm
— Absorbance (DO) = log,, de I,/It = kC

— k : coefficient d’absorption




IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
2. Mesure de la masse
— b) Mesure du trouble

— Problemes

 milieux tres colorés
 milieux tres troubles

 pas de distinction cellules mortes



IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
3. Mesure de I’activité

— a) Mesure de la consommation de substrat
— Oxygene

Manometre de Warburg



IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
3. Mesure de I’activité

— b) Mesure des constituants cellulaires
— ATP (adénosine 5’ triphosphate)

e luciférase de luciole (Photinus pyralis) dépendante de
I’ATP



ATP

luciferin luciferyl. AMP

* hv

oxyluciferin + AMP




IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
3. Mesure de I’activité

— b) Mesure des constituants cellulaires
— ATP (adénosine 5’ triphosphate)
rapide
sensible
spécifique des microbes viables



IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
3. Mesure de I’activité

— ¢) Mesure des produits d’excrétion
~ 14CO,

— ex : systeme Bactec (Becton Dickinson)




IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
3. Mesure de I’activité

— d) Mesure des variations physico-chimiques du
milieu
— Mesure du pH
» acidification au cours de la croissance
* apprecier qualité bacteriologique du lait

 fermentation du lait (Lactobacillus bulgaricus)



IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
3. Mesure de ’activité

— d) Mesure des variations physico-chimiques du milieu
— Mesure de I'impédance
e resistance au flux d’un courant alternatif

« transformation de molécules neutres (glucose) en
chargees (acides organiques)

« augmentation de la conductivité/diminution de
I’1tmpédance



IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
3. Mesure de I’activité

— d) Mesure des variations physico-chimiques du
milieu
— Mesure du potentiel d’oxydo-reduction
e baisse du potentiel redox pendant croissance
e raré¢faction en oxygene dissous

e enrichissement en substances réductrices



IT - Croissance

A — Mesure de la croissance
3. Mesure de I’activité

— d) Mesure des variations physico-chimiques du
milieu
— Mesure de la production de chaleur

e microcalorimeétrie



IT - Croissance

B — Constantes et expression de la croissance

1. Temps de génération (G)

— Intervalle de temps

entre deux divisions successives




En théorie

Logarithm of number of cells

I

W

400

200

100

Number of cells




N
Number of cells

Logarithm of number of cells

W

en réalité

pas de division des
cellules au méme
rythme




IT - Croissance

B — Constantes et expression de la croissance

1. Temps de génération (G)

G=t/n
t : temps connu ; n : nombre de divisions

— E. coli : 20 minutes (60/3)

— Mycobacterium tuberculosis : 800 — 900 minutes
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IT - Croissance

B — Constantes et expression de la croissance

2. Taux de croissance (L)

nombre de divisions par unit¢ de temps
= n/t

n = nombre de divisions ; t = temps connu
— FE. coli : n(3/1) =3

— Mycobacterium tuberculosis : 0,075



IT - Croissance

B — Constantes et expression de la croissance

3. Expression mathématique de la croissance
Log, Nn/No = ut

No population initiale

Nn population apres n générations

®» établir la courbe de croissance



IT - Croissance

C — La courbe de croissance

apres 16 a 24 h de culture 1a croissance des bacteries
s’arréte sinon :



IT - Croissance

C — La courbe de croissance

apres 16 a 24 h de culture la croissance des bacteries
s’arréte sinon :

en 48 heures, 4000 fois
le poids du globe terrestre




IT - Croissance

C — La courbe de croissance (quatre phases)

Log nb de cellules viables — g

Phase stationnaire

Phase
exponentielle

Phase
de latence

Phase
de mor-
talité

Temps —




IT - Croissance

C — La courbe de croissance (quatre phases)

Phase stationnaire

Phase
de mor-
talité

Phase
exponentielle

Phase
de latence

Log M de cellules viahles —gm

Temps —



IT - Croissance

C — La courbe de croissance (quatre phases)
1 — Phase de latence (2-3 heures)
- age des bacteries

- adaptation des bacteries (role du milieu)

- changement de milieux (facteurs de croissance ;
cas des milieux synthétiques)



IT - Croissance

C — La courbe de croissance (quatre phases)

Log nb de cellules viahles —

Phase

Phase
de latence

exponentielle

Phase stationnaire

L = max

Phase
de mor-
talité

Temps —=




IT - Croissance

C — La courbe de croissance (quatre phases)

2 — Phase exponentielle
- 1 maximal
-E. colia 18°C : un=0,5
- E. coli a40°C : u=3,3



IT - Croissance

C — La courbe de croissance (quatre phases)

Phase stationnaire

Phase
de mor-
Phase talité

exponentielle

Phase
de latence

Log nb de cellules viables —

Temps —



IT - Croissance

C — La courbe de croissance (quatre phases)

3 — Phase maximale stationnaire

- ¢puisement du milieu
- accumulation de déchets toxiques

- ¢volution défavorable de I’environnement
physique (pH)



IT - Croissance

C — La courbe de croissance (quatre phases)

Phase stationnaire

Phase
de mor-
talité

Phase
exponentielle

Phase
de latence

Log nb de cellules viables —

Temps —



IT - Croissance

C — La courbe de croissance (quatre phases)
4 — Phase de declin

- bactéries ne se divisent plus
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IT - Croissance

D — Facteurs influencant la croissance

1 — La temperature

Thermophiles = Mésophiles Psychrophiles

TN




IT - Croissance

D — Facteurs influencant la croissance
2 — Le substrat

- Bacillus subtilis sur :

milieu synthétique pu = 0,3

bouillon nutritif p =2



IT - Croissance

E — Croissance continue
prolonger la phase de croissance
renouveler le milieu
climiner produits du metabolisme

®» chemostat



Milled frais

Valve de cantrals

Filtre- air

Chiamies
e culture

Sasnomo o0 nn

C

[ ] il
£




III — Culture des bactéries

A — Les milieux de culture
1 — Milieux synthétiques/milieux empiriques

Bouillon nutritif :

Extrait de viande de beeuf? S5¢
Peptone trypsiqueb 10 g
Chlorure de sodium S5¢
Eau distill¢e 1000 ml

— 3glucides : composés azotes, vitamines, sels minéraux

— Ppeptones, digestion chimique ou enzymatique de matiéres protéiques (viande,
caseine, gelatine) : polypeptides, dipeptides, acides aminés



TABLE 6.3 A defined synthetic medium for growing a fastidious
bacterium, Leuconostoc mesenteroides.

WATER

EMERGY SOURGCE
Glucose

HITROGEN SOURCE
NH,4CI
MINERALS
KHaPO,
Ka:HPO,
MaS0, 7H.O
ORGANIC ACID
Sodium acetate

AMING ACIDS
DL-a-Alanine
L-Arginine
L-Asparagine
L-Aspartic acid
L-Cysteine
L-Glutamic ackd
Glycing
L-Histiding-HCI
oL-lsoleucine
DL-Leucine

PLRINES AND PYRIMIDINES
Adenine suifate-H.O

Guanine-HC|-2H0
YITAMING
Thiamine-HCi
Pyridoxine-HCI
Pyridoxamine HCI
Pyridoxal-HCI

Calcium pantothenate

1L
250
39

600 mg
600 mg
200 mg

204

200 mg
242 mg
400 mg
100 mg
50 mg
S00 mg
100 mg

62 mg
250 mg

250 mg

10 mg
10 mg

0.5 mg
1.0 mg
0.3 mg
0.3 mg
0.5mg

FeS0. TH.0
MnSO,-4H.0
NaCl

L-Lysine-HCI
pL-Methioning
oL-Phenylalanine
L-Proline
oL-Sefine
ct-Threoning
oL-Tryptophan
L-Tyrosine
oL-Valine

Uracil
Xanthing-HCI

Riboflavin

Micotinic acid
p-Aminobenzoic acid
Bictin

Folic acid

10mg

10mg

250 mg
100 mg
100 mg
100 mg
20 mg
200 mg
A0 mg
100 mg
250 mg

10mg
10mg

0.5mg
1.0 mg
0.1 mg
0.001 mg
0.01 mg



Tableau 3.3 Milieux synthétiques

Haemophilus influenzae

e T . L R S 03371 2
L-leucine, R i B
DLAsoleucing " - O B
Agide DL-pgpartique ..o A e e T
Acide L-glutamiigue NS - TR
LAargim e s i, (L0457 g
DL-phénylalanine 006855 ¢
LAINTOsineg . o, 062 g
L-tryprophang., 00229 g
L-histidine ..... oo NOSeT g
Lepysteime ..l . EIEY &
LTI ET T | pr— s g
Adénine ... 00095 g
Giuaning e DL00095 g
Fre 1 i, o L B L o 000005 g
Prrid eobim i e (1,018 g
ThIAIINE s - D008 g
Pantothénate de Sotinm. e o D0Es g
IR -, e O 2
Putrescine ... 000298 &
Hémating..... 00238 g
Coenzyme T..... 0ooe g
FeS0h, THLO ... n.0o114 g
050, TH,O.... D034E g
MpS0, THLO . 0as0 g
MNaHC Oy ... 05 g
EHPOy........ LV ]
K;HPO, 3300 g
e T S S B0 g
T A I et ot B OO0 g
Na obéate ... 00048 g
T T v i i e s , 00419 g

= 0=

m e ER

8V [T A1)~ KOO PRSP UUUPR Y | ¢ ST 1.

1

Desulfovibrio desulfuricans
sl PEY oo i ] g
NH, CI 1 g
Ca 50, 1 £
M SO, 2 g
UEVE | ARG e St 1000 ml




III — Culture des bactéries

A — Les milieux de culture
2 — Milieux sélectifs ou enrichissement
- Salmonella (milieu aux sels biliaires)

- Staphylococcus aureus (Chapman)






Staphylococcus aureus

« Milieu de Chapman
—75 g/l NaCl + mannitol

S epigermidis 5 aureus



III — Culture des bactéries

A — Les milieux de culture

3 — Milieux d’isolement — milieux d’identification






Frau Hesse & Herr Hesse




~agar ou gelose capable de fixer
' 1 500 son volume en eau

soluble dans I’eau a 100°C
gelification a 40°C

3a) Milieux
d’isolement




3b) Milieux d’identification

Ex : streptocoques
Sur gelose au sang




III — Culture des bactéries

B — Les cultures pures
1 — Méthodes de dilution en milieu liquide

Pasteur 1862




50,000 9 mL water
bacteria/mL
(approximate
number) 1:10
dilution
5,000

bacteria/mL

9 mL water

1:100
dilution

500
bacteria/mL

9 mL water

1:1000
dilution

50
bacteria/mL

9 mL agar
medium

1:10,000
dilution

5
bacteria/mL



III — Culture des bactéries

B — Les cultures pures
2 — Méthodes des stries



Using a Loop to Streak a Plate

aloop

a plate [petri dish; top view]

note the
culture on
the tip of the

a properly
streaked
plate

following incubation

there is colony formation.
note the isolated colonies
toward the bottom. can you
spot the likely contaminants?



III — Culture des bactéries

B — Les cultures pures
2 — Méthodes des stries

(b)



III — Culture des bactéries

C — Conservation des cultures pures
1 — Collections de souches
ATCC (American Type Culture Collection)
NCTC (National Collection of Type Culture)(UK)
CIP (Collection de I’Institut Pasteur)

CNCM (Collection Nationale de Cultures de Micro-
organismes)



III — Culture des bactéries

C — Conservation des cultures pures
2 — Procédés
Conservation sur la pente de gelose
- température ambiante
-a4°C
Lyophilisation
Congélation (-20°C, -80°C)



