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MICROORGANISMES et ENVIRONNEMENT

I Diversité (ou taxonomie) du monde bactérien :


1) Une représentation du vivant :
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L'ancêtre commun a été surnommé Luca. Les Eucarya seraient une continuité des Archéa, bien que les Bactéria soient très proches (structurellement parlant) des Archéa.
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1970 Théorie Endosymbiotique

(Lynn MARGULIS) 


Un zooflagellé + une bactérie = 1 euraryote à mitochondries


Une cyanobactérie + un zooflagellé = une cellule végétale

Il y a de nombreuses différences entre Procaryotes et Eucaryotes mais plus notablement au niveau de la taille.


Les structures cellulaires sont très nettement différenciées à de nombreux niveaux (voir schéma présentation) : 


Pour les Bactéria : ARN polymérase. Les facteurs sigma (σ) aident à la positionner.


Chez Archéa et Eucarya : facteurs de transcription (4 + σ) qui recrutent d'autres facteurs et l'aide à se fixer sur la TATA.  ARN polymérase des Archéa peut quasiment se lier d'elle même à l'ADN.


Il existe 1 ARN polymérase pour Bactéria et Archéa et 3 différentes pour Eucarya (environ 10 et 15 sous-unités identiques avec Archéa). Il y a 30% de similitudes entre les facteurs de transcription des Archées et des Eucaryotes.


Il y a de nombreuses autres similitudes et différences mais cela dépend du domaine considéré. Une Archée et une Bactérie se ressemblent beaucoup (ce sont des Procaryotes, elles possèdent une paroi,...) mais au point de vue génétique une Archée est plus proche des Eucaryotes.

Paroi des Microorganismes :

http://fr.wikipedia.org/wiki/Paroi_bact%C3%A9rienne
(voir page 87 MICROBIOLOGIE Ed. DUNOD)


GRAM + et GRAM – pour les Bactéries


Couche S pour les Archées


2) Notion de microorganisme :



Il y a de très nombreuses lignées de microorganismes par rapport aux Plantes et Animaux (par exemple : alvéolates, flagellées, cilliés, ...) Les ¾ des microorganismes sont unicellulaires et sont fonctionnellement structurés par l'environnement où ils se trouvent (sol, eau, air, surface, ...). Ils sont également très sensibles aux changements de leur milieu du fait qu'ils sont unicellulaires. Cependant ils ont une très grande adaptabilité à l'environnement.


Dans le groupe fonctionnel « Algues » (qui n'est pas un taxon, c'est un groupe polyphylétique) on trouve des bactéries, les algues rouges, vertes, brunes.


Convergence phénotypique :


Streptocoques
Levure


Streptomyces
Penicillium

Croissance
Mycélienne
Mycélienne

Morphologie
Filamenteuse
Filamenteuse

Dissémination
Spores asexués
Ascospores (spores sexués) ou reproduction sexuée (seulement Eucaryotes)

Niche écologique favorable → PROLIFERATION (multiplication)

Niche écologique défavorable → DISSÉMINATION (sporulation)


Les spores ne sont pas forcément des structures très résistantes. Le chlore par exemple ne détruit pas certain biofilm (structure de prolifération) alors qu'il détruit les formes de dissémination (algues libres)


3) Notion d'espèce chez les Procaryotes :

S'applique aussi bien aux Archées qu'aux Bactéries. Pour déterminer une espèce il faut en réaliser une culture pour pouvoir l'étudier


Il faut faire attention aux conditions et aux paramètres (critères) que l'ont choisit lorsque que l'on veut les identifier. Il est nécessaire de travailler sur une culture pure. 

La culture est réalisée dans des conditions aseptiques.


Analyse pasteurienne d'une culture:

*) Morphologie et paramètres tinctoriaux (coque, bacille, spirille, spirochette,...)

*) Paramètres culturaux (Source C, N, P, Facteurs de croissance, sels minéraux, oligo-éléments, eau)

*) Comportement vis à vis de l'oxygène (aérobie, anaérobie)

*) Capacités métaboliques

Etc...


Une fois la lignée pure obtenue, on réalise des tests (par exemple : test de la « catalase » (enzyme impliquée dans la régulation du stress oxydatif) H2O2 → ½ O2 + H2O)


4) Critères de choix d'un marqueur phylogénétique :

(V. WOESE)


*) Universalité


*) Rôle fonctionnel


*) Taille


*) Zones variables et zones conservées


WOESE a travaillé sur l'ARN16s de la petite sous unité des ribosomes des Procaryotes (70S dont la grosse sous unité 50S (ARN23S et 5S) et la petite 30S)

Les 1500 nucléotides sont directement impliquées dans la première étape de la transcription.


Les ribosomes des Eucaryotes 80s dont la grande sous unité 60S (ARN28S et 5,8S) et 40s (ARN18S) pour la petite.


Les zones de repliement sont les zones d'accrochage des ribosomes aux ARNm, si elles mutent, ils sont dans l'impossibilité de transcrire (ce sont des zones stables) à l'inverse les zones variables sont celles non impliquées dans la transcription. C'est cela qui permet de différencier les espèces.

1. Groupes de souches qui présentent des ressemblances sur des plans majeurs d'organisation et des caractéristiques distinctives par rapport aux autres groupes

2. Souches qui présentent une homologie ADN-ADN >70%

3. Similarité > 97% de la séquence de l'ARN16S (ARN16S représente 1% du génome. Il faut donc relativiser cette analyse car avec cette méthode par exemple, l'Orang-outang et l'homme sont de la même espèce)

Les Procaryotes continuent de dominer la vie sur Terre depuis 3,5 milliards d'années. On parle de succès évolutif.

II Antibiotiques :


1) Lutte / Contrôle : Comment maîtriser les populations de microorganismes ?


*) Asepsie : milieu contrôlé, mettre des gants est une asepsie, ...


*) Stérilité : absence de microorganismes vivants ou vivifiables (plus de spores, de structure de survie)


*) Antisepsie : antiseptique sur une plaie, limitation des populations.


*) Désinfectant : à forte dose, traitement des matières inertes (bloc opératoire, matériel, ...)


*) Agent antimicrobien : moyen physique (bec bunsen), chimique (eau oxygénée, chlore, ...) rayon U.V


*) Antibiotiques : lutte spécifique contre certains organismes

Antibiotique : substance d'origine microbienne dont l'action, sélective, est de limiter la croissance voir de tuer d'autres microorganismes.

Allelopathie : guerre chimique entre 2 organismes d'un même niveau.


Pénicilline : A. Flemming 1928


Streptomycine : S. Waksman 1943


2) Aspects quantitatifs :

(voir schéma présentation)

Selon la quantité de microorganismes, il faut plus de temps (différente ligne) et si l'on veut être dans une stérilité « complète » il faut dépasser ces lignes.

Asepsie est le fait de réduire le nombre de microorganismes ou les populations.


3) Aspect qualitatif : 

(voir schéma présentation)

Certains microorganismes résistent plus longtemps que d'autres. Notions de spectre d'action d'un agent microbien et notion de résistance intrinsèque d'un microorganisme.


Pour arriver à la stérilité il faut tenir compte de l'organisme le plus  résistant.


4) Effets, modes d'actions :

Effets : 

Tuer, (suffixe: cide)

Stopper la croissance, (suffixe statique)

Éliminer mécaniquement

Mode d'action :

Altération de structures cellulaires (concept « magic bullit »)

Interactions avec le métabolisme

Frein à l'adhésion, solubilisation


Il s'agit aussi de trouver ce qui peut éliminer les microorganismes sans léser les tissus où ils se trouvent. 


Ribosome 80s, 70s → synthèse protéique


Cellulose, chitine peptidoglycane → synthèse paroi

le peptidoglycane est composé de 2 sucres aminés (N-acétylglucosamine ou NAG et l'acide N-acétylmuramique ou NAM )+ 5 acides aminés (dont la lysine qui avec ses deux groupement amine assurent les jonctions entre les peptidoglycanes)


Ces jonctions entraînent la formation d'un réseau de fibrille (configuration en filet) qui permet une meilleure résistance mécanique du microorganisme aux variations de pression osmotique. Également entraîne une morphologie cellulaire strictes et permet la fixation et l'adhésion (GRAM+)


(voir schéma présentation)

3 phases de synthèse :

· Cytoplasmique

· Membranaire

· Extracytosolique

NAG et NAM sont couplés grâce à de nombreuses réactions. Ce couple se fixe alors au niveau d'un transporteur membranaire (le peptidoglycane est insoluble) qui réalise une translocation vers le milieu extracellulaire. Ce couple NAG NAM se lie aux chaînes déjà existantes en β 1-4 et c'est le lieu d'action de la vancomycine. Le transporteur membranaire retourne alors pour refaire passer des couples NAG NAM (lieu d'action de la bacitracine)

Voncomycine : dernier antibiotique avant l'assemblage définitif du peptidoglycane avec le reste du réseau.


5) Familles d'antibiotiques :

Familles de molécules chimiquement proche qui interfèrent à différents niveaux (petite sous unité ribosomique, translocation, assemblage, activation, ...). 
Toutes les β-lactamines ont un cycle qui les rend structurellement proche de l'alanine terminale du peptidoglycane. La tétracycline se fixe au niveau du site de transfert des ARNt des ribosomes. 


Il existe aussi des antifongiques qui sont dirigés vers les stéroles des parois (ergostérol)


6) Résistances : 

C'est le fait pour un organisme donné dont la cible moléculaire existe ou a existé mais présente une insensibilité.


3 types:

· Cible moléculaire de l'antibiotique a disparu (peu probable) ou changé

· L'antibiotique ne peut pas entrer dans la bactérie (perméabilité faible ou mise en place d'échangeur, de pompes. C'est un mécanisme actif)

· Dégradation et/ou transformation de l'antibiotique après détection par le microorganisme.

Pénicilline : la bactérie fabrique une enzyme, la β lactanase qui coupe le cycle  β lactate de la pénicilline.

Streptomycine : Adénylation sur la molécule de streptomycine. Perte de capacité à interagir avec la petite sous unité ribosomique.


2 possibilités : mutation de la petite sous-unité ou synthèse d'un agent modifiant la streptomycine.

Ces résistances sont acquises de 2 façons : Mutation spontanée (petite sous unité du ribosome), infection de la bactérie par un plasmide (synthèse de l'adénylase). 

· Mutation, transmission verticale (à la descendance)

· Mutation, transmission horizontale (non spécifique, passage du plasmide au voisin environnant)


Une résistance est généralement une multirésistance (plasmide codant des gènes de détoxication MER, CAP)

On combat généralement la présence de microorganismes par dilution dans un premier temps puis par sélection. A long terme on sélectionne sans le vouloir des souches résistantes aux traitements.


(voir schéma présentation)

95% de souches multirésistances dans les milieux hospitaliers pour les staphylocoques dorés. 80% dans le monde.

Concentration minimale bactéricide (CMB): La plus faible concentration de produit nécessaire à tuer la souche.


Antibiogramme (méthode des disques) : 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Antibiogramme
But: déterminer la susceptibilité d'une souche à différents antibiotiques.

Principe : comparer CMB déterminée expérimentalement aux concentrations usuelles.

III Diversité des métabolismes bactériens :

1) Métabolisme oxydatifs : 


Métabolisme : ensemble des réactions (bio)chimiques catalysées par des enzymes permettant la récupération d'énergie pour le fonctionnement cellulaire, l'élaboration ou le maintient des constituants cellulaires.

http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolisme

Catabolisme : ensemble de réactions conduisant à la dégradation de métabolites par des oxydations ou hydrogénation. Ce sont des réactions exergonique.


Anabolisme : ensemble de réactions conduisant à la synthèse de métabolites à partir d'éléments de bases (CO2, Sels minéraux, H2O), ce sont des réactions endoénergétiques.


L'oxydation d'un composé organique ou minéral sert de de donneur d'électrons.

Cas du glucose au pyruvate C6 → 2C3


Voie de la glycolyse 

C6 → 2C3 

2ATP 2 NADH,H

Voie des pentoses P 

3C6 → 3C3 + 3CO2

2ATP 9NADPH,H+

Voie du KDFG

C6 → 2C3

1 ATP 2 NADPH,H+

http://fr.wikibooks.org/wiki/Les_principales_voies_du_m%C3%A9tabolisme
Respirations et fermentations :


2 pyruvates → lactate : Fermentation lactique

la fermentation alcoolique dégage du CO2


La respiration aérobie Chaîne respiratoire 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Cha%C3%AEne_respiratoire

Chaîne d'électrons ATP synthétase

Faire attention à ne pas confondre le type de métabolisme (aérobie et anaérobie) avec le type de milieu dans lequel se trouve l'organisme. Certaines bactéries par exemple vivent en milieu aérobie et se réalise un métabolisme anaérobie.


La fermentation est un métabolisme oxydatif dans lequel la production d'ATP est uniquement réalisée par couplage de réactions biochimiques réalisées en phase soluble. 


La respiration est un métabolisme oxydatif dont la production d'ATP est uniquement lié par la chaîne respiratoire. 

Les réactions métaboliques des cellules ont besoin d'accepteurs ou de donneurs d'électrons (NADH, NADPH, Mn2+, Fe2+,...) qui sont propres aux voies utilisées.

Dans un milieu naturel, le cycle de carbone est une succession de métabolismes qui vont du plus énergétique au moins énergétique.

Série d'accepteurs d'électrons

du plus faible CO2→CH4 2ATP à NO3-;NO2-→ N2 (dénitrification) <36ATP en passant par SO4→S-; Mn(III)→Mn(II); Fe(III)→Fe(II)

2) Métabolismes photosynthétiques :


Conversion de l'énergie lumineuse en énergie chimique, la chlorophylle avec son noyau hémique (comme l'hémoglobine) 


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

Photosynthèse : http://fr.wikipedia.org/wiki/Photosynth%C3%A8se
· Photosynthèse oxygénique (2photosystèmes : le I, P680 et le II, P700)

· Photosynthèse oxydative (si absence d'eau, sécheresse)

· Photosynthèse anoxygénique, pas de synthèse d'O2 (utilisation du souffre)

Les Ochrophytes possèdent la chlorophylle a et b, on trouve des bactéries sulfureuses et non sulfureuses

Les Chlorobiontes possèdent la chlorophylle a uniquement et on trouve aussi des bactéries non sulfureuses que sulfureuses.


Photosynthèse anoxygénique et sans chlorophylle. Bactéries du souffre

Utilisation d'une protéine transmembranaire à 7 hélices α : la rhodopsine (λ=550 à 600nm). Le canal hydrophile à l'intérieur et on y trouve les réactions photogéniques au niveau du rétinal (molécule qui réagit à la lumière). La protéine associée au rétinal sert de pompes à protons (ceci permet de réguler aussi la pression osmotique)


on trouve cette photosynthèse anoxygénique dans un nouveau clade de bactéries ubiquistes Pelagibacter ubique. C'est sans doute la photosynthèse la plus répandue car cette bactérie est la plus représentée dans le monde (estimé à 1028 cellules dans les océans)

3) Autotrophie : 


Synthèse de matière organique (MO) à partir de matière minérale (MM)

Cycle de Calvin

http://fr.wikipedia.org/wiki/Cycle_de_Calvin
Voie de la CODH : Cycle inversé de Krebs. CODH convertit le CO2 et l'incorpore dans un intermédiaire de la biosynthèse des composés organiques. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Cycle_de_krebs
La nitrification : cycle oxydatif

4) Cas particulier de la méthylotrophie :


Utilisation de CH4, CH3OH, CH2O. Capacité de n'utiliser qu'un seul carbone.


Type I : « Voie de la sérine »
Glycine + formiate ➙ Sérine


Type II : « voie de RuMP » 
Ribulose-5P + formiate ➙ Isomère du fructose 6P

5) Classification fonctionnelle :


S'effectue par le type de substrat utilisé

6) Systèmes membranaires associés :


Plus il y a de membranes, plus la bactérie à de surface à proposer à son matériel métabolique. Il ne s'agit pas d'une vraie compartimentation cellulaire. Organisation en thylacoïde pour les cyanobactéries par exemple.


Individualisation d'un organite intracellulaire chez Procardia anammoxidans


Mise en culture des bactéries : 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Microbiologie#La_croissance_bact.C3.A9rienne

Contrôle +, énumération, ...

La composition moyenne d'une bactérie est de 50% de carbone (en masse sèche) 23% d'oxygène, ... cela permet de réaliser des milieux de cultures aux proportions adéquates. Il faut également regarder la préférence écologique des bactéries (anaérobie, thermophylie, mésophylie, chimiotropisme, pH, lumière, pression...)


Une souche pure est une population bactérienne issue clonalement.

Dans un milieu non renouvelé :


N0 = inoculum (dépôt d'une certaine quantité de bactéries)


Latence = phase d'activité intracellulaire, préparant les divisions


μmax = pente de la phase exponentielle (phase de multiplication)


G = minimum de temps pour une division (optima de la souche)

[image: image3.emf]
Nmax = Phase stationnaire, maximum de cellules produites, début des protections (sporulation)


Déclin = Nt décroit, taux de mortalité

Une population de bactérie ne peut jamais rester longtemps dans les conditions de croissance exponentielle. 
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IV Cycles de matières :


Cycle biogénétique : Décrit les principales formes chimiques (1), les compartiments (2) au sein desquels elles sont engagées. Les flux (3) entre ces différents compartiments et équilibres qui en résultent.


(1) Formes minérales ou organiques, oxydés / réduite, dissoute / gazeuse


(2) Eaux, sols, atmosphère, lithosphère, biosphère, forêts, roches, ...


(3) Réactions biologiques, catalyses, ...


1) Rôle des microorganismes :

70% de la masse d'une bactérie est de l'eau. CHONPS


Exemple fictif : Croissance d'une souche hétérotrophe sur milieu minimum, respiration aérobie. Sur tout le carbone utilisé (carbone organique et carbone minéral) 30% servent à faire de la biomasse tandis que le reste sert de carburant pour produire cette biomasse.


En fonction du métabolisme de l'organisme, on a pas le même bilan biogéochimique (carbone produit, carbone utilisé) et on aura pas le même impact environnemental.


2) Cycle de l'azote

http://fr.wikipedia.org/wiki/Cycle_de_l%27azote
Haber-bosch (année 20) on mit au point un procédé de fixation de l'azote atmosphérique. Cela servit dans un premier temps à la fabrication de bombes puis permis la « révolution verte » (augmentation des rendements par apport de nitrate)


Nombre d'oxydation (n.o) :

NO2- : n.oN + n.oO = valence de l'ion (ici on cherche celui de N)


Par convention : H2O = 2(+I) +(-II)

NO2- → - 1 – (2x -II) = III

NO3- → n.oN + 3n.oO = -1


→ n.oN – VI = -1


→ n.oN = V

Selon sa forme, un ion aura un nombre d'oxydation différent. L'ion NO3- peut être réduit en ammonium grâce à 8 électrons.


Le principal réservoir de l'azote est l'atmosphère. Dans les sols, le stock d'azote est sous forme organique NO3-


Dans l'eau, le bilan N organique et inorganique s'équilibre car NO3- est très soluble. (d'où les populations de nappes phréatiques dans les régions d'élevages intensifs)


Les acides nucléiques avec leur fonction anime ont donc une surcharge de 2 électrons (-II)

a) Cycle interne : 
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b) Fixation :


N2 + 8H+ + 8e → 2NH3 + H2

· Une fonction polyphélique

· Une seule enzyme : la nitrogénase

· Fixation libre dans les sols, eaux douces, marines, conditions aérobie par les Procaryotes. Conditions anaérobie par des bactéries pourpres et verts

· Fixation symbiotique (mutualisme)

· Fixation humaine

c) Nitrification :


Transformation de l'ammoniaque (NH3) ou de l'ammonium (NH4+) en nitrate (NO2-).


Les bactéries utilisent un métabolisme oxydatif qui leur permettent de tirer de l'énergie en rendant NH4+ en NO2-


C'est un métabolisme aérobie, oxydatif de type chimio lithotrophe.


NH4+ + 3/2O2 → NO2- + 2H+ + H2O


NO2- + 1/2O2 → NO3-

Métabolisme autotrophe (le cycle de Calvin)


Jusqu'en 2005 on ne connaissait que des bactéries isolés du sol capable de la nitrification (les premières ayant été isolées par S. Winogradsky en 1890)


On a trouvé des Archées capables elles aussi de le faire.

[image: image6.emf]La réaction de nitrification se déroule sur les replis membranaires (périplasme, cytoplasme) de Nitrosomonas


Leur taux de croissance est très long et on les trouve sous forme de granules (dans les stations d'épurations) ou en mer sous forme de neige marine (elles sont fixés sur des particules)

d) Dénitrification :


Respiration anaérobie


Fonction polyphylétique (transfert horizontal de gènes)


Métabolisme chimioorgano-hétérotrophes (Pseudomonas, ...)


5CH2O + 4H+ + 4NO3- → 5CO2 + 7H2O + 2N2

Réduction nitrate en N gazeux


Ou chimiolitho-autotrophe (Thiobacillus denitrificans)


S2O23- + 5/3NO3- → 2SO42- + 5/6N2

On suspecte que cet avantage est tellement présent chez les microorganismes qu'il y a eut transfert horizontal.


La dénitrification est un surcoût pour les amendements. Ce type de métabolisme est « nuisible » pour les agriculteurs et particulièrement nuisible dans le cas d'eutrophisation de milieux. En revanche il peut être un effet bénéfique pour l'épuration de l'environnement sauf si il y a formation N2O (310 fois plus actif que le CO2 sur l'effet de serre). Dans ce cas on ne parle plus d'organisme autoépurateur.


Les N-réductases sont toutes couplés par 2 sauf la protoxyde d'azote réductase (NO2 → N2) qui est unique


Pour qualifier une bactérie de dénitrifiante il faut au minimum qu'elle fasse NO2 → NO → N2O. Aucune bactérie ne réalise l'intégralité de la chaîne de réduction. On remarque une forte hétérogénéité d'une espèce à une autre au niveau des gènes responsables de la synthèse des protéines dénitrifiantes. De plus les métabolismes sont plus ou moins complets dans la chaîne.


Les bactéries doivent également limiter l'activité de leurs N-réductases pour éviter la production d'éléments toxiques.


Si elles sont en milieu anaérobie, elles peuvent réaliser la dénitrification.

La détection de cette absence d'oxygène se fait par la FNR (Fumarate Nitrate Regulator)


3 domaines :

· un senseur (noyau fer/souffre) remarque l'absence d'O2 sinon noyau hémique oxydé.

· un de dimérisation (permet l'assemblage de 2 FNR)

· un de liaison (l'ensemble se lie à l'ADN et régule l'activité de la transcription du gène.

2ème possibilité :


Transduction du signal à 2 composants : FixL/FixP Senseur stimulé par l'absence d'O2. Il s'autophosphoryle et le Pi se fixe à un régulateur de réponse et se fixe à la région régulatrice. Avec de l'O2 noyau hémique du senseur inactivation.

Cependant on trouve malgré la diversité des organismes essentiellement le système FNR.

[image: image7.emf]
Ils sont antagonistes dans l'utilisation de l'O2. Selon la présence d'O2 dénitrification ou nitrification (les mécanismes sont complémentaires). Il faut donc une juxtaposition des zones aérobies et anaéoribes. La réoxygénation de la mer morte ne se fait pas bien du fait qu'il n'y a pas de brassage de l'eau (pas de vent). Le renouvellement est trop lent par rapport à la respiration. Cela est aussi valable dans les sédiments (sur quelques millimètres voire centimètres)


On a un pic de nitrate au niveau de la décroissance maximale d'O2.

Les sédiments des rivières sont un très bon lieu de dénitrification car on y trouve une juxtaposition de la zone aérobie et anaérobie, ce qui évite à l'océan de devenir un milieu eutrophe. Le milieu aqueux sont les meilleurs pour la dénitrification.

e) Anammox : (anaerobic ammonium oxydation)


Chimiolithotrophie NH4/NO2

3 grands types connus tous de milieu d'eau douce. (origine marine)


Cas de biogéographie des microorganismes

Brocadia anammoxidas


Cytoplasme séparé du nucléoïde « début d'un noyau » : anammoxosome

Système membranaire (sacs), début d'organite fonctionnelle. Acides gras des phospholipides avec des extrémités (laddéranes) en échelle.

f) Quelques réflexions :


Importance des procaryotes (nitrification)


Diversité métabolique, structure cellulaire et taxonomique


Ubiquité des fonctions microbiennes

Cycle de l'azote : intérêt agronomique, fixation des nitrates, ...


dénitrification complète ou incomplète (effet de serre)
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