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Préambule

Les micro-organismes auraient été les premiéres formes de vie a se développer sur Terre, il y
a environ 3 milliards d'années. Méme si d'autres espéces plus « complexes » sont apparues
apres , ces derniers ont tout aussi évoluées dans ce monde que n’importe quelle autre espéce
actuelle. ils sont ubiquistes et ont une trés grande diversité taxonomique.

La microbiologie s'intéresse a I'étude des microorganismes, qu'il s'agisse des bactéries, des
champignons, des protozoaires ou des virus. Une connaissance approfondie de leur
physiologie, de leur génétique et des interactions entre eux facilite notre compréhension du
monde vivant a I'échelle microscopique.

Ce cours a pour objectif de définir la Microbiologie et le concept des micro-organismes. |l
est destiné aux étudiants de la deuxiéme année L2 ; Domaine : Sciences biologiques,
Sciences Agronomiques, ainsi qu’a tous ceux qui dans d’autres disciplines, s’intéressent a
cette science.

dans ce contexte ce présent polycopié est le fruit des connaissances pratiques d’une
adaptation des programmes ayant un enseignement de microbiologie. il rassemble une
panoplie de cours /TP /TD.

les cours sont scindés en six principaux chapitres classés selon un ordre chronologique qui
débutent par le monde microbien ,la structure détaillée de la cellule bactérienne qui
constitue une étape primordiale pour comprendre la base de ce module , la classification, la
nutrition, la croissance des bactéries, et enfin des notions de mycologie et virologie.

La pédagogie empruntée lors de I'élaboration de ce polycopié est basée sur I'utilisation d'un
langage simple et basique, soutenu par des exemples. De plus, et afin de rendre le contenu
plus accessible au public visé, beaucoup d'illustrations en forme de schémas simplifiés, de
photos et de tableaux récapitulatifs ont été utilisés, considérés aussi comme partie attrayante
pour les étudiants.

Comme tout travail, il peut étre sujet d’erreurs et de manques. De ce fait, il est toujours
encourageant et motivant de recevoir des corrections, conseils et recommandations de la part

des collégues enseignants et chercheurs activant sur terrain.

"Le role de I'infiniment petit dans la nature est infiniment grand**

Louis Pasteur


https://fr.wikipedia.org/wiki/Origine_de_la_vie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Terre
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Chapitrel:Le monde microbien

Introduction

Toutes les cellules d’especes vivantes, tant multi- qu’unicellulaires, sont construitesselon
deux modeles : Les cellules procaryotes (du grec pro, avant, etkaryon, amande) ont une
morphologie plus simple que les celluleseucaryotes et n’ont pas de noyau limité par une
enveloppe. Par contre,les cellules eucaryotes (du grec eu, vrai, et karyon, amande) ont
unnoyau entouré d’une enveloppe, leur morphologie est plus complexeet elles sont
habituellement plus grandes que les cellules procaryotes.

A ces deux types correspondent; les organismesvisibles a I'eceil nu , mais aussi 1’énormeet
riche monde invisible des microorganismes, un ensemble tréshétérogene tant sur le plan
morphologique que physiologique, qui sont majoritairement unicellulaire. 1l peut étre défini
en deux ensembles : les protistes, appartenant au domaine des Eucaryotes et subdivises en
plusieurs sous-ensembles (les protozoaires, les micro-algueset les champignons), et les
procaryotes, incluant deux domaines: les Bactéries et les Archées.

Les virus, quant a eux, font exception, et sont considérés comme des entités , acellulaires qui
dépendent entiérement de leurs cellules hétes pour se multiplier et qui ont leur propre
systéme de classification.

La microbiologie est définie comme étant la science et la doctrine des microorganismes«
microbes », dérivé du grec: Mikros, «petit» et Organismos, «organisme», forment un
ensemble d’organismes invisibles a 1’oeil nu (trop petits). C'est est une discipline large
incluant de nombreuses spécialités et se divise en deux grands domaines a savoir, la
microbiologie fondamentale et la microbiologie appliquée.

Les orientations;fondamentale et appliquée sont imbriquées 1’une dans 1’autre. Unerecherche

fondamentale est souvent menée dans des domaines appliqués et des applications découlent

souvent de la recherche fondamentale.

La microbiologie fondamentale se consacre a 1’étude, a la compréhension,a l'identification et
a la caractérisation des microorganismes ;a l'étude de leur origine, leur évolution,a définir
leurs caractéristiques, en plus a I'étude des mécanismes microbiens. Elle est aujourd'hui
divisée en de multiples branches: bactériologie(l'étude des bactéries), la virologie (I'étude des
virus), la mycologie (I'étude des myceétes : levures et moisissures), la parasitologie (étude des
parasites).

La microbiologie appliquée a pour objet la mise en application des microorganismes a fin
d'exploiter au mieux leurs activités, dans différents domaines qui peuvent étre en
I'occurrence: médical ,alimentaire, agroalimentaire, industriel, biotechnologique,

clinique...etc.

-
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Les propriétés biologiques des organismes « microbiens » (bactéries, archées et leurs virus),
objets d’étude de la microbiologie, sont au centre d’un éventail d’activités humaines depuis
les applications industrielles jusqu’aux bio- et nanotechnologies. La microbiologie est
également partie prenante des différents secteurs de la sauvegarde de I’environnement.
Enfin, les approches génomiques et métagénomiques ont révélé la place essentielle, voire

primordiale des micro-organismes dans I’ensemble du monde vivant.

1.1. Historique

Nous savons aujourd'hui que les microorganismes sont présents partout, toutefois ils étaient
inconnus des scientifiques avant l'invention des microscopes. Nous pouvons entrevoir
comment les idées actuelles en microbiologie en pris forme en rappelons quelques-uns des
éveénements marquants qui ont changé notre vie dans ce domaine.

Robert Hooke décrit en 1665 en Angleterre des minuscules objets ressemblant a des petites
cavités(ceil de mouche et une cellule de liege), et décide de les appeler cellules

« Observation XVIII » de Micrographia). Il a été le premier a utiliser le mot « cellule » et
dire que la plus petite unité structurale de I'étre vivant est une " cellule”. En 16670n lui
attribue ainsi la premiére description d'une cellule biologique faite a partir de I'observation
de vegétaux grace a un microscope primitif.Bien que le microscope de Hooke ft capable de
montrer de grandes cellules, il lui manquait la résolution qui lui aurait permis de voir
clairement les microorganismes . En 1673, le commercant et scientifiquemarchand-drapier et
observateur passionné de la nature néerlandais Antonie Van Leeuwwenhoek (1632-1723),
concepteur du microscopele plus simple, ¢’est-a- dire la loupe, révéla au monde scientifique
des micro-organismes , il observe de I'eau d'un étang grace a un simple microscope qu'il a
confectionné lui-méme. Il y découvre des cellules vivantes que I'on ne pouvait voir a l'oeil
nu: les microorganismesvivants a travers les lentilles des microscopes qu'il a construites, lui
méme  pour décrire enfin, les structures de ces microorganismes qu'il a appelé
"animalicules”,et décrire la diversité de ces derniers et ’incroyable richesse des milieux
naturels comme 1’eau en protozoaires, algues, levures, bactéries.

Il décrivit ainsi le grouillement d’une infinie variétés de ces d’animalcules mobiles ou
immobiles, en forme de sphére, batonnet, spirilles, il découvrit notamment les

spermatozoides et les globules rouges. (figure 1)

-



https://fr.wikipedia.org/wiki/%C5%92il
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mouche
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_v%C3%A9g%C3%A9tale
https://fr.wikipedia.org/wiki/1667_en_science
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_biologique
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Figure 1:Réplique en laiton du microscope de van Leeuwenhoek et son portrait

Depuis la découverte de Van Leeuwenhoek, le monde des micro-organismes a été
révélé. Francesco Redi en 1688 vient pour contester la génération spontanée; une
théorie largement admise par ses précédents et qui prétend que la vie apparait
spontanément a partir de la terre ou des matieres organiques.A la deuxiéme moitié du
XIX®™ siecle, beaucoup de scientifiques et philosophes croient que certains étres
vivants peuvent étre engendrés « spontanément » a partir de la matiére non vivante, ce
processus hypothétique, appelé théorie de la génération spontanée.

A cette époque Louis Pasteur réfute les theses en cours sur la génération spontanée en
montrant la présence de germes dans I’atmosphere, leur destruction par la chaleur et
leur rétention dans ses fameux ballons a col-de-cygne. les microorganismes ne peuvent
donc apparaitre spontanément, mais ils existent autour de nous dans I’air, I’eau, la
terre, donc Il fallait attendre l'arrivée de ce pionnier de la microbiologie, avec ses
importantes découvertes pour réveiller ce domaine mais plus encore:fermentations,

pasteurisations, vaccins, fondement de I'immunologie....etc.(figure2)
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Figure 2: Louis Pasteur (1822-1895). Expérience de Pasteur qui acheva la théorie de la

génération spontanée

La période allant de 1857 a 1914 a été nommée I'age d'or de la microbiologie. Pendant
cette période, des progres rapides, menés principalement par Pasteur et Robert Koch,.
ont conduit a I'établissement de la microbiologie comme étant une science. qu'on
considére de véritables fondateurs de la bactériologie médicale. en effet Robert Koch
découvre des bactéries en forme de batonnets «Bacillus anthracis» dans le sang de
bovins morts du charbon.Dans un célebre mémoire, il énonce les fameuses régles
connues sous le nom de Postulats de Koch, il établit une suite d’étapes expérimentales
pour relier directement un microbe spécifique a une maladie spécifique.

Les découvertes au cours de ces années comprenaient a la fois les agents de
nombreuses maladies et le role de I'immunité dans la prévention et la guérison des
maladies.

Certains événements majeurs survenus pendant I'age d'or de la microbiologie sont

répertoriés dans le tableau 1.
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Tableau 1:Quelques évenements importants dans
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développement de la

microbiologie

Date (Année) Auteur Découverte

1590-1608 Zacharias Janssen développe le
premiermicroscope composé

1665 Robert Hooke publie: Micrographia 1676
Leeuwenhoek découvre les «
animalcules »

1668 Francesco Redi réfute la génération spontanée
des asticots

1676 A.van. Leeuwenhoek découvre les « animalcules »

1765-1776 Lazzaro Spallanzani attaque la théorie de Ia
génération spontanée

1798 Edward Jenner introduit le vaccin contre la
variole

1847-1850 Ignace Philippe Semmelweis propose d’utiliser des
antiseptiques pour prévenir la
maladie

1854 Snow retrouve la trace du choléra
dans les  pompes  qui
distribuent I’eau

1861 Louis Pasteur réfute la génération spontanée

1876-1877 Robert Koch démontre que le charbon est dd
a Bacillus anthracis

1885 Louis Pasteur développe le vaccin contre la
rage

1887-1890 Serguei Vinogradski étudie les bactéries sulfureuses
et nitrifiantes

1889 Martinus Willem Beijerinck isole des bactéries des nodules
radiculaires

1894 Alexandre Yersin isole Yersinia pestis

1896 Van Ermengem découvre Clostridium
botulinum

1899 Martinus Willem Beijerinck démontre qu'un virus est la
cause de la maladie de la
mosaique du tabac

1884 Hans Christian Gram Coloration de Gram

1884 Robert Koch Metchnikoff décrit la
phagocytose; Développement
de I’autoclave Les postulats de
Koch sont publiés

1887-1890 Serguei Vinogradski étudie les bactéries sulfureuses
et nitrifiantes

1889 Martinus Willem Beijerinck isole des bactéries des nodules
radiculaires

1894 Alexandre Yersin isole Yersinia pestis

1896 Van Ermengem découvre Clostridium botu

linum

)


https://fr.wikipedia.org/wiki/Hans_Christian_Gram
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Martinus Willem Beijerinc

1911 Francis Rous découvre un virus responsable

de cancer chez les poulets

1918-1919 Grippe espagnole
Frederick Griffith

1929 Alexendre Flemin découvre la pénicilline

1933 Knoll et Ruska développent le microscope

électronique

1953 Watson et Crick proposent la structure en
double hélice de I’ADN

1970 Beadle et Tatum formulent I'hypothese un gene,
une enzyme

1983-1984 Carl Woese divise les procaryotes en
Bacteria et Archaea

1992 Premiers tests chez I’homme
d’une thérapie antisens

2002 Synthése chimique du
oliovirus infectieux

1.2. Place de microorganismes dans le monde vivant

la place des bactéries dans le monde vivant a beaucoup évoluée.
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En 1735, le botaniste suédois Carl van Linné, élabora une premiére classification des
organismes vivants en deux régnes Plantae et Animalia.

En 1857, Karl van Négeli, proposa de classer les bactéries et les champignons dans le régne
des Plantes.

En 1866, E. Haeckel, divise le monde vivant en trois régnes, le régne animal, le régne
végétal et le regne des protistes qui

rassemble les algues, les protozoaires, les champignons et les bactéries.

En 1937 et grace a I’invention du microscope électronique, Edward Chatton mis en
opposition deux types de cellules, la cellule eucaryote la cellule procaryote.

En 1968, R.G.E.Murray, dans la continuité du travail d’E. Chatton, divise le monde vivant
en deux régnes, celui des "Eucaryotae™ et celui des "Procaryotae™ (ou "Monera").

En 1969, Robert H. Whittaker,décrit une classification a cing régnes. Quatre régnes
eucaryotes (Animal, VVégétal, Champignons et Protistes). Les procaryotes se regroupent dans
le régne des monéres.

En 1977,Carl Woese,propose une classification a six régnes, sur la base de l'analyse des
séquences d'’ARN ribosomique (16S ou 18 S).Cette classification a permis de tracer ’arbre
phylogénétique universel qui comprend trois domaines a savoir; deux domaines procaryotes
(Bacteria et Archaea) et un domaine eucaryote (Eucarya) (Figure 3).

NB: la classification des bactéries sera détaillée dans le chapitre qui suit

-


https://www.wikiwand.com/fr/Carl_Woese
https://www.wikiwand.com/fr/Acide_ribonucl%C3%A9ique_ribosomique
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Figure 3 : L arbre phylogénigue universel

1.3.Caractéristiques générales de la cellule procaryote

Les cellules procaryotes, comprenant les bactéries et archéobactéries, sont
délimitées unigquement d'une membrane cytoplasmique dans laquelle le
chromosome, les ribosomes et les autres constituants baignent dans le cytoplasme.
Généralement, la notion de compartimentation utilisant des membranes pour
délimiter chaque organite est une caractéristigue des eucaryotes.la cellule
procaryote est de petite taille et de morphologie simple Contrairement a la
morphologie complexe et la taille de la cellule eucaryote, Le tableau 2 rapporte les
principales différences entre les deux types de cellule procaryote et eucaryote.
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Tableau 2:Les principales différences entre les cellules procaryotes et les cellules

eucaryotes.
Taille 2-20 mm 0,3-2,5 um
Enveloppe nucléaire ' Absent ' Présen
e te
Nombre de chromosomes Généralement 1 et circulaire > 1 non circulaire
Nucléole Absent Présen
t
Réticulum endoplasmique Absent Présen
t
Appareil de Golgi Absent Présen
t
Lysosomes Absent Présen
S ts
Mitochondries Absent Présen
es tes
Chloroplastes Absent Présents chez les plantes
S
Microtubules Absent Présen
S ts
Paroi cellulaire Présente (sauf chez mycoplasmes Absen
avec et archaeobactéries) te
peptidoglycane
Ribosomes 70 S 80 S (sauf
mitochondries
et chloroplastes)
Division Mitos Scissiparité
e ou
méios
e
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Chapitre2: La cellule bactérienne

Définition

Les bactéries sont des micro- organismes unicellulaires procaryotes. Elles n’ont pas de

noyau et leur génome est le plus petit des cellules vivantes. elles se divisent en eubactéries

et en archaebacteéries.

« Archaebactéries: sont adaptées a la vie dans des conditions de vie extrémes (forte
salinité, haute température, faible pH, sans oxygéne).

« Eubactéries:sont des "vraie" bactéries, Les eubactéries représentent le domaine
réunissant tous les Procaryotes a I'exception des Archées.Ces deux groupes des bactéries
englobe nombreuses types telle que :

-Bactéries ubiquitaires; Faisant preuve d'une extraordinaire diversité, les bactéries ont

colonisé tous les milieux (air, eau, sol et étre vivant...). Certaines peuvent méme vivre dans

des conditions extrémes.

-Bactéries commensales :On appelle flore commensale un ensemble de bactéries qui vivent

sur ou dans un organisme sans lui porter préjudice. Elle contribue soit a sa défense, a son

fonctionnement, ou au bon état de ses mugueuses.

La flore commensale est principalement sur les muqueuses : peau, tube digestif, arbre

respiratoire, appareils génitaux.

Bactéries pathogénes

Pathogenes strictes :sont des bactéries qui provoquent un ensemble de troubles

spécifiquesplus ou moins séveres chez un héte infecté.Par exemple : Salmonella typhi |,

Vibrio cholerae, Mycobacterium tuberculosis (BK), Neisseria meningitidis, gonocoque ...etc

Pathogenes opportunistes:bactérie commensale normalement présente dans l'organisme
sans l'affecter, mais qui peut provoquer une maladie a la suite d'une diminution des défenses
de l'organisme (chez les immunodéprimés ou les malades du SIDA...) par exemple:

Pseudomonas aeruginosa, entérocoques, Acinetobacter...etc

2.1. Techniques d’observation de la cellule bactérienne
La microbiologie s'intéresse a des organismes si petits qu'ils ne peuvent étre vus

distinctement a I'eeil nu. Les dimensions de ces derniers sont microscopiques, allant de
l'ordre du micrométre (um) pour les plus grands (protistes) jusqu'a lI'ordre du nanomeétre
(nm) pour les plus petits qui sont les virus .Le microscope a par conséquent une importance
fondamentale, pour observer et comprendre les structures cellulaires, d'ailleurs beaucoup de
nos connaissances sur les microorganismes ont été découvertsgrace a ce dernier,de plus,
certains types fournissent de précieux détails sur les fonctions des structures observées .

Donc, la compréhension du fonctionnement d'un microscope ainsi que la maitrise des
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méthodes de préparation des échantillons a examiner est particulierement nécessaire pour un
microbiologiste.

Actuellement, il existe plusieurs types de microscopes. Par ailleurs, considérant uniquement
le type des ondes traversant I'échantillon; on distingue le microscope optique qui utilise les
photons (lumieres) et le microscope électronique qui utilise les électrons. Ces microscopes se
différent dans la résolution de I'image (agrandissement), les objectifs attendus ainsi que les
techniques de préparation des échantillons.

2.1.1. Le microscope optique

Il & été le premier microscope inventé et il continu d'étre le type le plus communément
employé; son principe repose sur le fonctionnement des lentilles convexes qui condensent et
focalisent les rayons lumineux provenant d'une source éloignée a point (le foyer) d'une
distance au centre de la lentille appelée; la distance focale.(figure4.)

il permet; l'observation a l'état fraisentre lame et lamelle et l'utilisation de certains
colorants,mais l'inconvénient de ce type de microscope est sa limite de résolution qui est en

général de 0.2pum (200 nm).

Figure 4: Microscope optique

les microbiologistes utilisent couramment divers microscopes optiques dans leur travail et
les plus utilisés sont en I'occurrence ; le microscope a fond clair, & fons noir, & contraste de
phase, a fluorescence et le microscope confocal et chacun d'eux a son utilité pour des

applications précises

9
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2.1.1.1.1e microscope a fond clair: I'objet fonce, le fond clair

Ce microscope est utilisé en routine dans les laboratoires de microbiologie ou il peut étre
employé pour I'analyse des échantillons colorés ou non, on dit que ce microscope forme une
image foncée sur un fond plus clair d'ou son nom , il est constitué, d'un corps métallique
composé d'un socle, d'un condensateur (condense la lumiére émise),d'une potence , d'une
source lumineuse ,d'un miroir ou une ampoule €électrique,des objectifs et deux oculaires dont
le role est de grossir I'image,deux boutons de focalisation ,d'une platine (plateau).ce type de
microscope est le plus fréquement utilisé dans les laboratoires de rercherche et clinique;son
seul inconvéniant est que les cellules vivantes non pigmentées ne sont pas clairemnt
visivbles a cause de la faible différence de contraste entre les celllues, les structures

subcellulaires et I'eau.

2.1.1.2.Le microscope & fond noir

il fournit des images détaillées des celulles et des organismes non colorés en modifiant la
facon dont ils sont éclairés.Un cone creux de lumiére est dirigé vers I'échantillon de telle
sorte que seule la lumiére réfléchie ou réfractée par I'echantillon forme une image , le champ
qui entoure ce dernier apparait noir, tandis que I'objet lui méme apparait brillant.1l est utilisé

pour identifier des bactéries telles que Treponema pallidium,l'agent de la syphilis (figure5.)

Figure 5: Exemples microscopie a fond noir

2.1.1.3.Le microscope a contraste de phase
Le principe de ce type de microscope est la transformation de différences légéres d'indice de
réfraction et de densité cellulaire en différences d'intensité lumineuse bien observables. Le

résultat de I'observation se traduit par un fond Iégerement clair (formé par la lumiére non
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déviée) et un échantillon non coloré qui parait sombre mais bien défini. 1l est spécialement
utilisé pour voir la mobilité, la forme des cellules vivantes ainsi que certains constituants
bactériens comme I'endospore et les corps d'inclusion.

2.1.1.4.Le microscope & contraste d'interférence différentielle

Le microscope a contraste d'interférence différentielle fonctionne avec le méme principe que
le microscope a contraste de phase, la différence réside dans I'ajout de prismes qui générent
des rayons polarisés dans des plans perpendiculaires. Alors, la recombinaison et
I'interférence des ces derniers, forme une image d'un I'échantillon vivant non coloré en trois
dimensions avec des couleurs vives,des structures comme la paroi cellulaire, les vacuoles,
les endospores, sont nettement visibles.

2.1.1.5. Le microscope a fluorescence

Les microscopes décrits jusqu'a présent forment une image a partir de la lumiére qui passe au
travers de I'échantillon, par contre le principe du microscope a fluorescenceréside dans le
contraste de I'échantillon ;c'est a dire ce dernier est habituellement contrasté par un colorant
appelé fluorochrome. il est alors éclairé avec une lumiere ultra-violette, violette ou bleue,
permettant ainsi d’obtenir une image de 1’objet résultante de la lumicre fluorescente émise
par I'échantillon lui méme.

2.1.1.6.Le microscope confocal

Dans ce microscope, un rayon laser monochromatique illumine un échantillon
habituellement rendu fluorescent. Grace a une ouverture qui bloque tout autre rayon émis par
les autres cotés de I'échantillon ou d'un échantillon en superposition, seule la lumiere
provenant du plan focal sert a créer une image nette. Ce type de microscope est appelé aussi"
le microscope confocal a balayage laser (MCBL)". il a de nombreuses applications y
compris dans I'étude des biofilms qui peuvent se former sur de nombreux types de surfaces
entre autres sur de des dispositifs médicaux a demeure comme les prothéses de la hanche.
2.1.2.Le microscope électronigue

le microscope optique a été pendant des siécles l'instrument le plus important dans I'étude
des microorganismes,cependant la limite de résolution des meilleurs microscopes optiques
est de 0.2 (um) ce qui compromet grandement leur utilité pour des études détaillées pour de
nombreux microorganismes ;par exemple les bactéries et les archées sont visibles mais
comme elles n'ont qu'habituellement que 1a 2 um de diametre seules lors formes geneérales et
leurs structures morphologiques sont visibles;les virus sont trop petits pour étre visible sur
ce genre de microscopes.

Les microscopes €électroniques ont une résolution beaucoup plus élevée ,ils ont transformé la
microbiologie et ont permisd'accroitre considérablement nos connaissances. Actuellement il
existe différents types & savoir; Le microscope électronique a transmission, le microscope

électronique a balayage, la cryomographie électronique, le microscope électronique a
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balayage de sonde .Pour I'ensemble de ces microscopes, I'échantillon observé est fixé (non
vivant).(figure 6)

Figure 6: Microscope électronique

2.1.2.1.Le microscope électronique a transmission (MET)

Ce microscope forme une image a partir d'une radiation qui traverse I'échantillon en effet les
électroaimants fonctionnent comme les lentilles et le systéme fonctionne sous vide total. De
plus, il est équipé d'un appareil photo. Contrairement a la lumiére visible, une source
d'électron ne pénétre pas bien la cellule,c'est pourguoi, des techniques spécifiques de coupes
fines sont nécessaires pour préparer I'échantillon avant I'observation, ces dernieres sont
traitées par des colorants tels que l'acide osmique, les sels de plomb, de permanganate,
d'uranium ou de lanthanum a fin d'obtenir suffisamment de contraste. L'image de
I'échantillon apparait en noir et blanc.

2.1.2.2.Le microscope électronique a balayage (MEB)

il produit une image a partir des électrons réfractés par la surface de I'objet ,on doit d'abord
fixer, déshydrater et sécher les microorganismes pour préserver la structure superficielle.
Avant d'étre observés ,ils sont montés et enduits d'une fine couche de métal pour éviter
I'accumulation d'une charge électrique a la surface et pour obtenir une meilleure image.On
peut observer la localisation réelle in situ des microorganismes dans des niches écologiques

telles que la peau humaine et le revétement intestinal.
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< Meéthodes immuno-cytochimiques d’observation de la cellule bactérienne

Enfin, les méthodes immunocytochimiques, permettent de localiser dans la cellule des

molécules bactériennes, on utilise des anticorps marqués par la peroxydase, la biotine ou des

molécules fluorescentes comme la fluorescéine, la formation d’un complexe stable antigéne-

anticorps permet de repérer la présence d’une molécule dans la cellule.

% La préparation et la coloration des échantillons pour la visualisation et
I'identification des microorganismes

+« La fixation des échantillons

La fixation est un procédé par lequel toutes les structures internes et externes de la cellule

sont figées et conservées en place, elle inactive les enzymes qui peuvent détruire la

morphologie cellulaire et durcit les structures pour qu'elles ne se modifient pas durant

I'observation et la coloration.le microorganisme est habituellement tué et fermement fixé a

la lame porte objet durant la fixation;Pour ce faire, deux méthodes sont utilisées a savoir; la

fixation a la chaleur et la fixation chimique.

-La fixation a la chaleur consiste a chauffer doucement un frottis séchée a l'air en le

passant brievement sur une flamme. Ce procédé préserve correctement la morphologie

générale de la cellule mais détruit les protéines et les structures intracellulaires ce qui peut

déformer leur apparence.

-La fixation chimique est utilisé pour protéger les structures fines et la morphologie des

microorganismes plus délicats. Les fixateurs chimiques pénétrent a ’intérieur des cellules

pour inactiver les protéines et les lipides et les rendent insolubles et immobiles. Les

fixateurs couramment utilisés contiennent de I'éthanol, de l'acide acétique, du chlorure

mercurique, le formaldéhyde et le glutaraldéhyde.

% La coloration des échantillons

il existe plusieurs types de colorants pour visualiser les microorganismes, qui ont deux
propriétés en commun ;ils sont constitués d'un groupement chromophore (couleur) et d'un
groupement auxochrome (groupement ionisé).Ce dernierattribut souvent une charge qui peut
étre soit positive pour les colorants basiques, soit négative pour les colorants acides . La
coloration se fait par une fixation permanente sur des constituants cellulaires de charges
opposées.

-Les colorants basiques : révélent des constituants cellulaires acides, tels que les acides
nucléiques et de nombreuses protéines. Les colorants de ce type les plus utilisés dans les
laboratoires de microbiologie sont ; la fuchsine basique (phéniquée),le bleu de méthyléne, le
vert de malachite,ils sont souvent utilisés pour déterminer la taille, la forme et I'arrangement

des structures cellulaires bactériennes.
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-Les colorants acides : mettent en évidence des constituants cellulaires basiques,les plus
couramment utilisés sont ; éosinerose bengale , fuschine acide.
e La coloration simple

Ce type de coloration n'utilise qu'un seul agent colorant; le frottis est fixé et couvert
pendant un laps de temps, lavé a I'eau pour enlever I'excés de colorant puis la lame est
séchée,le frottis est alors observé a I'immersion avec une goutte d’huile spéciale entre
I’objectif et la préparation, cela permet d’obtenir une image plus nette.(généralement pour le
microscope optique)l'avantage de cette coloration est sa simplicité et sa facilité d'utilisation.

Ce genre de coloration refléte la forme générale de la cellule .

e Lacoloration différentielle

Est une technique primordiale utilisée pour différencier certains organites(structures
particuliéres) sur la base de leur coloration, on peut citer:la coloration négative pour mettre
en évidence la capsule grace a l'encre de chinela coloration de la spore au vert de
malachite,la coloration des flagelles, la coloration des endosporesou encore la
différenciation de groupes microbienspar exemple; la coloration acido alocolorésistante
appelée aussi la coloration de Zielh Nielsen pour identifier le groupe des mycobactéries
comme Mycobactrium tuberculosis et M. leprae responsables respectivement de la
tuberculose et de la lepre, la coloration de Gram pour déterminer le type de la paroi de la
bactérie.

NB: toutes ces colorations seront détaillées au fur et a mesure dans ce présent chapitre.

2.2.La morphologie cellulaire
Lorsqu’on observe des bactéries au microscope optique a partir de prélévements

pathologiques ou d’un milieu de culture, on reconnait rapidement la forme des cellules, leurs
dimensions et les arrangements ou les groupements qu’elles constituent entre elles. Toutes
ces informations définissent la taille et la morphologiebactérienne et constituent un des
critéres de reconnaissance et d’identification.

2.2.1.La taille:les bactéries les plus petites ont une taille d’environ 0,2 pm (Chlamydia) et
les plus longues; certains Spirochétes peuvent atteindre 250 um de long. En moyenne la
taille se situe entre 1 et 10 um.

2.2.2. La forme et groupement cellulaires

On pourrait s'attendre a ce que les cellules bactériennes étant petites et relativement simples
aient une forme et une taille uniforme mais ce n'est pas le cas car le monde microbien

présente une variété presque infinie de morphologie, toutes fois; les formes les plus
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communes sont les coques (sphériques), bacilles (batonnets allongées), comme le montre si
bien la figure7,mais on peut citer aussi des formes coccobacilles (formes intermédiaires entre
coques et bacilles, ovoides), des formes incurvées (vibrions), des formes spiralées dont
certaines sont rigides (spirilles) et dautres sont flexibles (spirochetes), des formes
filamenteuses (mycélium des actinomyceétes), des formes pédonculées (allongement dans
I'extrémité) et enfin des formes pléomorphes (changent de formes).
Ces formes peuvent exister seules mais aussi former des arrangementscaractéristiques
(mode degroupement qui est déterminé par le mode de division),souvent utiles pour une
identification, associées par deux (diplococoques, diplobacilles), en chainette
(streptocoques, streptobacilles), en amas (groupées), en tétrades (par quarte), amas en
grappe de raisin,...etc

Figure 7:Quelques types morphologiques fréquemment retrouves chez les bactéries.

-Structure cellulaire d'une bactérie:la cellule bactérienne est composée d'éléments

constants et inconstants (facultatifs) les premiers sont retrouvées chez presque toutes les
bactérieset qui sont en l'occurrence; la paroi, la membrane cytoplasmique, le
chromosome, les ribosomes et le cytoplasme dont baignent les organites;tous ces éléments
sont cités de I'extérieur vers l'intérieuret les deuxiémes sont facultatifs c'est a dire peuvent
étre retrouvés chez certaines bactéries mais pas chez d'autres.Parmi ces structures, on cite; la
capsule qui entoure la paroi bactérienne, les plasmides, les pilis sexuels, les fimbriae, les
flagelles, les spores et les corps d'inclusions (Figure 8).

Le role et la composition chimique de chaque structure seront développés dans ce présent

chapitre.
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Membrane cytoplasmique

Fimbrialz l ’ Floge{c'
Eléments communs Eléments facultatifs

Figure 8: Schéma simplifié d'une cellule bactérienne.
¢ Structure des éléments constants

2.3.La paroi

Enveloppe rigide caractéristique de la cellule procaryote, située a I’extérieur de la membrane
plasmique ,la paroi est un véritable exosquelette qui confere a la cellule sa forme et sa
rigidité,assurant l'intégrité de la bactérie.C'est un élément constant présent chez la plupart
des bactéries a part les Mollicutes, (Mycoplasma), Cette structure est une cible privilégiée

des thérapies antibactériennes (Betalactamines, fosfomycine, vanvomycine, bacitracine).

2.3.1. Composition chimique
On trouve plusieurs éléments qui constituent la paroi bactérienne.Selon la nature chimique

on peut trouver les composants suivants; peptidoglycane, acides (téichoiques et
lipotéichoiques) lipopolysaccharides, protéines, lipides et lipoprotéines. elle permet la
différenciation de deux grands types de bactéries. En effet, la distinction entre les bactéries
dites "a Gram positif* (Gram+) et les bactéries dites "a Gram négatif'(Gram-) repose sur
une différence de composition pariétale. Au microscope électronique a transmission , on
observe une nette différence de structure entre les parois des bactéries a Gram+ qui est en
général plus épaisse (15 a 80nm) et d’aspect plus homogéene ,alors que celles des Gram -est
plus fine (6 al5 nm) et plus hétérogéne (+complexe).Dans cette partie, la structure de la
paroi des bactéries Gram(+) et Gram(-) seront développées séparément. Concernant les
constituants de la paroi, la structure du peptidoglycane sera élucidée en premier car il s'agit

d'un élément commun présent dans les deux types de paroi, c'est L’élément structural de
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base pour toutes les bactéries puis les autres structures seront traitées selon leur présence
dans le type de la paroi étudiée.

2.3.2. Structure moléculaire

2.3.2.1.La structure du peptidoglycane

la caractéristique commune a presque toutes les parois bactériennes est le peptidoglycane qui
est un énorme polymeére réticulé appelé aussi mucopeptide ou muréine.

Briévement, c'est une structure macromoléculaire continue dont les principaux composants
sont des chaines linéaires de glycanes, reliées entre elles par de petites chaines peptidiques.
Ces unités répétées de glycanes sont composées de lalternance d'unités de N-
acétylglucosamine (NAG) et d'acide N-acétylmuramique (NAM).(figure 9).

- Acide N-acétylmuramique (NAM) g Chaine tetrapeptidique

@ N-acétylglucosamine (NAG) Pont interpeptidique

Figure 9: Schéma simplifié de la structure du peptidoglycane

Toutes les liaisons entre les sucres sont de type f 1-4. Le groupement carboxyle de chaque
NAM est substitué par une sous-unité peptidique de cinq résidus d’acides aminés (ex : L-
Ala-y-D-Glu- mDAP-D-Ala-D-Ala) (figure 9). 1l est a noter que le dernier acide aminé de la
chaine est enlevé au fur et a mesure de I'élongation de la chaine du peptidoglycane. Les trois
acides aminés;l'acide D-glutamique (D-Glu), la D-alaline (D-Ala) et l'acide méso-
diaminopimélique (DAP), ne sont pas présents dans les protéines. Donc,ces acides aminés de
la série D empéchent la dégradation par la plupart des peptidases qui reconnaissent que les
isomeres de la série L.

La synthése du peptidoglycane nécessite plus de trente enzymes et a lieu dans différents
compartiments de la cellule bactérienne (cytoplasme, membrane et paroi). Les chaines de

peptidoglycane voisines sont interconnectées (entre le 3eme acide aminé d'une chaine et le
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4éme acide aminé d'une autre chaine voisine) soit par une liaison peptidique directe, soit par
une courte chaine d'acides aminés entre deux sous-unités peptidiques (ex : Gly-Gly-Gly-Gly-

Gly). Bien que la composition des peptides puisse varier d'une espece a lautre, la
composition du squelette carbohydraté est généralement considérée comme étant constante.
2.3.2.2.Les parois des bactéries Gram-positives

La plupart des bactéries a Gram positif présente une paroi épaisse de 20 a 80nm. Elle est
principalement composée de peptidoglycane qui est leconstituantmajeur, elle est pauvre en
lipides mais riches en constituants secondaires : les acides teichoiques et les acides
teichuroniques .Elle peuvent contenir également des protéines pariétales (ex: adhésines,
couche S...etc.) (Figure 10).L'espace périplasmique, situé entre la membrane cytoplasmique
et la paroi, est petit par rapport a celui des bactéries a Gram-négatives et peu de protéines
sont retrouvées fixées au coté extérieur de la membrane cytoplasmique. Il est admis que la
plupart des protéines secrétées par les cellules traversent habituellement le peptidoglycane.
Ces derniéres sont considérées comme des exo-enzymes, car elles servent souvent a dégrader
les substrats nutritifs trop grands pour étre transportés a travers la membrane

cytoplasmique.
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Figure 10: Représentation de la paroi des bactéries Gram-positives.

«» La structure des acides téichoiques et les acides lipotéichoiques

Les acides téichoiques (AT) et les acides lipotéichoiques (ALT) sont formés d’un squelette
d’alditol (glycérol ou ribitol) connecté par des liaisons phosphates et sont reliés aux résidus
N-acétylmuramique du peptidoglycane (AT) ou a la membrane plasmique (ALT ) D’autres

molécules comme le glucose ou le D-alanine, peuvent se lier aux résidus de glycérol ou de




Polycopié de cours de microbiologie générale DR Labid Asma

ribitol (Figure 11) .Les AT et ALT sont considérés comme des éléments importants qui
stabilisent davantage la structure de la paroi bactérienne. Par ailleurs, plusieurs fonctions ont
été attribuées aux AT et ALT notamment leur implication dans la pathogénicité. Ces acides

téichoiques contribuent a la résistance aux peptides antimicrobiens, la formation de biofilms,
I’adhésion aux cellules eucaryotes et stimulent l'inflammation par exposition des cellules au

complément.
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Figure 11: biosynthése des acides teichoiques du peptidoglycane

o Exemples de bactéries a Gram positif

Il existe plusieurs milliers de bactéries a Gram positif dont on peut citer quelques-uns qui
sont: Staphylococcus, Streptococcus, , Clostridium, Listeria.,Micrococcus, Enterococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Bacillus.....etc

2.3.2.3. Les parois des bactéries Gram-négatives

Elle est composée de deux éléments : le peptidoglycane qui est présent en une seule
couche de 1 a 5nm d’épaisseur (moins de 10% du poids sec de la paroiet une membrane
externe qui surmonte le peptidoglycane, comporte deux feuillets et présente des caractéres
particuliers et une composition complexe de protéines, de phospholipides et de
lipopolysaccharides.Ces derniéres (LPS), sont de grandes molécules composées de trois

parties; le lipide A enfoui dans la membrane externe, le polysaccharide central composé de
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glucides (10 glucides chez Salmonella) et la chaine latérale O a I'extrémité appelée
également I'antigéne O qui est une courte chaine de polysaccharides.

La perméabilité de la membrane externe est plus importante par rapport a celle de la
membrane cytoplasmique et ce malgré le réle des LPS dans I'imperméabilité de certaines
molécules. Ceci est di a la présence de protéines spéciales de forme d'un tube appelées
"porines”. Ces porines de caractere aqueux laissent rentrer des petites molécules inferieures a
600 daltons. Cependant, les plus grosses molécules traversent la membrane externe par les
transporteurs spécifiques (ex : vitamine B12).

qui résultent de I’association de 3 sous unités avec un canalcentrale, elles rendent la
membrane externe perméable contrairement a la membrane cytoplasmique.

On trouve dans la membrane externe un complexe appelé lipoprotéine majeure ou
lipoprotéine de BRAUN, localisé dans la couche interne de la membrane externe et rattaché
au peptidoglycane par covalence. Il confére a I’enveloppe externe une meilleure stabilité.

Le feuillet interne est composé de phospholipides similaires a ceux de la membrane
cytoplasmique, le feuillet externe est composé de : lipopolysaccharides ou LPS, Les LPS
jouent plusieurs réles. En effet, ils contribuent a la charge négative de la surface externe de
la bactérie, il peut faciliter I'adhésion de la bactérie a des surfaces, il participe a la sélectivité
de la membrane externe en empéchent la perméabilité de certaines molécules et enfin, il
suscite une réponse immunitaire chez I'héte via l'antigene O et agit également comme une
endotoxine a cause de la toxicité du lipide A. responsable de la spécificité antigénique de
surface des bactéries a Gram négatif. Le LPS est composé de trois parties :

2.3.2.3.1.Le lipide A :inséré dans la membrane externe, et constitué de plusieurs unités de
D-glucosamine-phosphate, substituées d’acides gras hydroxylés. C’est la partie la plus stable
du LPS, qui donne la pathogénicité des bactéries Gram négatif

2.3.2.3. 2.La partie centrale ou core : composée de 10 a 15 unités glucidiques dont des
hexoses et des heptoses et un octose (I’acide 2-céto-3-désoxyoctulosonique (CDO), commun
a la plupart des bactéries a Gram négatif et spécifique des protistes procaryotes.

2.3.2.3.3.La partie périphérique, appelée antigéne O : Elle est formée d’une chaine
flottante de plusieurs unités formée de 4 a 6 glucides. Elle est responsable du pouvoir

immunogéne des bactéries a Gram négatif.
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Figure 12: Représentation de la paroi des bactéries Gram-négatives

o Exemples de bactéries & Gram négatif
il existe une multitude de bactéries a Gram négatif dont on peut citer ;genres Escherichia,
Proteus, Klebseilla, Peudomonas, Aeromonas, Salmonella, Yersinia, Vibrio, Neisseria,
Rhizobium, Bordetella....etc

5



Polycopié de cours de microbiologie générale

DR Labid Asma

+«+ Comparaison entre les bactéries a Gram+ et les bactéries a Gram- (tableau3)

Tableau 3:Comparaison entre bactéries a Gram positif et bactéries a Gram négatif

Bactéries a Gram postif

Bactéries a Gram négatif

Aspect en  microscopie | Une couche épaisse et | Deux couches séparées par
électronique amorphe un espace clair

Présence d'une membrane | Non Oui

externe

Présence d'un espace péri | Non Oui

plasmique

Peptidoglycane

Epais(10a 80
représente  40p.

nm)
cent du
poids sec, détermine la

morphologie bactérienne

Mince (2a6nm) représente
moins de 10p. cent du poids
sec ,détermine la

morphologie bactérienne

Acides techoiques Présents Absents
Présence de protéine Possibles: liaisons | Fréquents
covalentes avec le
peptidoglycane, réle
éventuel dans le pouvoir
pathogéne, rdle éventuel
dans I'antigénicité
specifique
Présence de polysaccarides Possible ; antigene | Possibles
spécifique du groupe pour
certaines especes
Lipopolysacharides Absents Présents

2.3.3.Fonctions

Afin d’étudier les roles de la paroi, on utilise un enzyme "le lysozyme" (Le lysozyme a été

découvert en 1922 par Alexander Flemming quand il a traité les cultures bactériennes avec le

mucus nasal d'un patient souffrant d'un rhume) qui attaque les peptidoglycanes constituant

la paroi des bactéries. En effet, le lysozyme hydrolyse les liaisons (Bl 4 glucosidique) entre

— lacide N-acétyl-muramique et le N-acétyl-glucosamine qui détruit la paroi de

peptidoglycane.

Expérience

-
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1- On place une souche de Bacillus subtilis (bacille Gram+) en milieu hypotonique : la
bactérie se comporte normalement.

2- Si on ajoute du lysozyme a cette suspension, les bactéries gonflent et éclatent.

3- On fait la méme expérience en milieu isotonique, les bactéries n’éclatent pas en présence
de lysozyme, mais elles prennent une forme sphérique appelée : PROTOPLASTE. Les
protoplastes ne possédent plus les propriétés antigéniques de la bactérie, ne se divisent plus,
ne fixent plus les bactériophages et sont incapables de mobilité.

4- On fait la méme expérience avec Escherichia coli (bacille Gram-) : en milieu isotonique +
lysozyme, les bactéries prennent une forme sphérique appelée : SPHEROPLASTE. Les
sphéroplastes conservent toutes les propriétés initiales de la bactérie.

Donc on a aboutit a la formation de 2 types de formes bactériennes :

-Des sphéroplastes: deux membranes unitaires, caractéristiques des Gram- .

-Des protoplastes : limités par une membrane unitaire caractéristique des Gram +.
2.3.3.1.Assurer le maintien de la forme de la bactérie

2.3.3.2.Propriétésantigéniques

2.3.3.3.Permettre la fixation des bactériophages : ils reconnaissent des récepteurs
localisés sur le peptidoglycane des Gram positif ou la membrane externe des Gram négatif
(cette propriété est utilisée pour Il'identification de certaines bactéries c’est la "Lysotypie™.)
2.3.3.4.Uneperméabilitésélective: La paroi laisse passer de petitesmoléculescomme 1’eau,
les sels minéraux ou des métabolites simples. Par contre elle estplusou
moinsperméableacertainssolvants(exemplel’alcool)

2.3.3.5.Participer a la mobilité :En effet, les flagelles sont implantés dans la membrane
cytoplasmique mais ne peuvent pas fonctionner en absence de peptidoglycane (d’ou
immobilité des protoplastes.

2.3.3.6.Assurer une protection contre la pression osmotique intracellulaire (car une
forte concentration en métabolites a I’intérieur de la cellule >> 1’eau rentre). Un protoplaste
ne posseéde plus les propriétés antigéniques de la bactérie d’origine. En effet, les antigénes
pariétaux (de la paroi) : Chez les Gram sont (+peptidoglycane + acides téchoiques et
lipotéchoiques + polyoside C (Streptocoques). Chez les Gram (-) : les antigénes O du LPS.
2.3.3.7.Permettre la fixation des bactériophages. Ils reconnaissent des récepteurs localisés
sur le peptidoglycane des Gram(+) ou la membrane externe des Gram(-). Cette propriété est
utilisée pour I’identification de certaines bactéries

2.3.3.8.Une toxicité
2.3.4. Coloration de Gram

Contexte : en 1884, Hans Christian Gram, un médecin d’origine danoise travaillant a Berlin,

a trouvé accidentellement une méthode qui est encore aujourd’hui a la base de
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I’identification bactérienne. Au cours de ses études sur les tissus de poumons de patients
morts de pneumonie, il découvre que les colorants permettent de mieux observer les cellules
bactériennes transparentes. Il s’apercoit aussi que certaines bactéries sont colorées par les
colorants qu’il emploie, tandis que d’autres ne le sont pas. Quelques années plus tard, Hans
Gram développe une procédure de coloration qui sépare la population bactérienne en deux
grands groupesdistincts a savoir; les bactéries a Gram positif, caractérisées par une paroi tres
riche en peptidoglycane (couche épaisse) et en acide teichoiques et lipoteichoiques (ce qui
empéche la pénétration des solvants organiques tel que I’alcool et I’acétone), et les bactéries
a Gram négatif, caractérisées par une paroi tres riche en lipides et lipopolysaccharides grace
a la présence d’une membrane externe. Cependant, la couche du peptidoglycane est
beaucoup moins importante par rapport aux bactéries Gram positives. Ce qui permet la
pénétration des solvants organiques. Cette coloration est toujours utilisée dans les
laboratoires de microbiologie du monde entier. c'est 1’étape indispensable et préliminaire a

toute identification bactérienne.
NB: La méthodologie de la coloration de GRAM sera développé dans le TPN°6.

+ Cas de parois particulieres

Les parois bactériennes ne sont pas toutes identiques a celles des bactéries Gram+ et des
Gram- conventionnelles. Car certaines bactéries présentent des parois particuliéres voire
méme absentes. Chez les Mycoplasmes, la paroi bactérienne est absente. De ce fait, ils sont
insensibles aux antibiotiques ciblant la paroi bactérienne.Vu l'absence de paroi, les
mycoplasmes ont tendance a étre pléomorphes.ce sont des microoganismes , commensaux
des animaux ,elles peuvent vivre librement sous forme de protoplastes, soit parce que leur
membrane cytoplasmique contient des stérols qui lui conferent une certaine rigidité, soit
parce gue ces organismes vivent dans un habitat ol la pression osmotique est contrblée (par
exemple le corps humain).

La paroi des Mycobactéries, par exemple, est essentiellement composée d'une épaisse
couche formée de trois structures liées de maniére covalente : le peptidoglycane, I'arabino-
galactane et des acides mycoliques. Une liaison covalente entre les acides mycoliques
conduit a la formation d'une couche, parfois appelée mycomembrane, ayant une fluidité
extrémement faible. La partie extérieure de la mycomembrane contient des lipides libres
variés, comme les glycolipides phénoliques, les sulfolipides et phosphatidylinositol-
mannosides, intercalés entre les acides mycoliques., Ces bactéries sont dites "acido-alcoolo-
résistantes” car elles résultent d'une estérification entre un acide gras long avec un alcool

long, elles sont mises en évidence par la coloration de Zielh Nielsen.
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Le genre Chlamydia par exemple, sont des parasites intracellulaires obligatoires, non
colorable en Gram car le peptidoglycane est inexistant. Chez I'homme, Chlamydia
trachomatis est responsable de l'urétrite (maladie sexuelle transmissible) et de la cécité
évitable (trachome).

2.4. La membrane plasmique

2.4.1. Composition chimique
Au microscope électronique, les membranes cytoplasmiques des bactéries apparaissent en

triple feuillet; deux feuillets denses limitant une couche claire. De point de vu moléculaire, la
membrane cytoplasmique bactérienne (Figure 13) est principalement constituée de lipides
(de 30 a 40%) qui sont a la base de la structure de la membrane. Chaque molécule de lipide
est amphipathique ; formée d’une partie hydrophobe soluble dans 1’huile insoluble dans 1’eau
et une partie hydrophile ayant des propriétés opposées et portant un groupement phosphate

chargé négativement.

Ces deux couches moléculaires induisent une organisation en double feuillet. Cette
organisation n’est pas statique, elle répond au modele dit en mosaique fluide (Les molécules
peuvent se déplacer latéralement en échangeant leurs places). et de protéines (de 60 a 70%).
Ondistinguedeuxcatégoriesdeprotéines:lesprotéinespériphériquesetles protéine sintégrales
qui traversent completement le double feuillet. Elle possede le méme type de structure que
celle d’'une cellule eucaryote (bicouche phospholipidique) mais avec beaucoup moins de
glucides et jamais de stérols (sauf chez les mycoplasmes). Les glucides sont
guantitativement des constituants mineurs et souvent associés aux lipides (glycolipides) ou
aux protéines (glycoprotéines). La membrane plasmique contient les enzymes de la chaine
respiratoire, les déshydrogénases et les coenzymes associés : NAD+, FAD, cytochromes,
cytochrome oxydase,d’autres enzymes impliquées dans la synthése des lipides et dans la

réplication de I’ADN y sont localisées.

2.4.2. Structure
La membrane plasmique (ou cytoplasmique) est un élément de structure fluide qui entoure le

cytoplasme et se situe sous la paroi bactérienne. Généralement, c'est une couche fine de 7.5 a
8 nm d'épaisseur,.et comporte deux feuillets denses limitant un feuillet interne transparent
(structure en double feuillet). Elle contient principalement des phospholipides (30 a 40%) et
des protéines (60 a 70%). Les lipides sont de loin les plus abondantes (phospholipides) et
sont a la base de la structure de la membrane. Son réle essentiel est celui d’une barriére
hydrophobe et osmotique. L’eau et les petites molécules hydrophiles diffusent librement,
tandis que les plus grosses molécules hydrophiles la franchissent par I’intermédiaire de

transporteurs protéiques perméases (Plusieurs antibiotiques ciblent la membrane
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cytoplasmique de bactéries telles que les polymyxines et polypeptides
antimicrobiens).organisée, asymétrique, flexible et dynamique.

Glucide

Protéine périphérique

o}
... = Glycolipide

% , / Cholestérol

Phospholipides

Protéines intramembranaires

Figure 13: La structure de la membrane cytoplasmique bactérienne (modéle en mosaique
fluide).

2.4.3. Fonctions
La membrane cytoplasmique sépare le cytoplasme de sont environnement. Par conséquent,

une déchirure de la membrane provoque une fuite du contenu cellulaire et ainsi la mort de
la cellule. En plus de ce role protecteur, la membrane constitue une barriere perméable qui
permet sélectivement l'entrée des nutriments, de l'eau et la sortie des déchets du
métabolisme et beaucoup dautres molécules. Donc, elle est responsable des échanges
cellulaires grace aux transports membranaires.
Le déplacement de I'eau a travers la membrane se fait par un phénomeéne physique appelé
I'osmose par lequel I'eau se déplace du milieu moins concentré au milieu plus concentre.
La molécule d'eau, vu sa petite taille, peut traverser la membrane bien que son passage soit
facilité par des protéines spécifiques appelées aguaporines.
2.4.3.1.Contréle des échanges entre le milieu extracellulaire et le milieu intracellulaire
2.4.3.1.1.Echanges sans déformation de la membrane plasmique: Il s’agit de transports
de petites molécules, sans intervention du cytosquelette. 1ls sont de deux types, le transport
passif et le transport actif.

«» Transport passif:Les molécules sont transportées dans le sens de leur gradient de

concentration, sans consommation d'ATP, ils sont de deux types (figure 14).

- Diffusion simple:(sans perméases), a travers la bicouche lipidique (ex: molécules
hydrophobes et non chargées (H20, CO2, 02, N2, benzéne, éthanol...)
- Diffusion facilitée par l'intermédiaire de canaux protéiques tels que les canaux ioniques
specifiques (Na+ , K+, Cl- ) ou canaux hydriques (aquaporines), soit par des protéines

porteuses spécifiques ou perméases pour le transport du glucose, des acides amines).
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Figure 14: Modalités de transport membranaire passif
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« Transport actif
-Primaire : appelé transport actif direct, il consomme de I'énergie obtenu par I’hydrolyse
de I’ATP et se fait contre le gradient de concentration. Il fait intervenir des enzymes dites
ATPases transmembranaires ou pompes (ex. pompe Na2+ /K + , pompe a H+ et pompe a
Ca2+) (figure 15).
-Secondaire : contrairement au transport actif direct, celui-ci n’utilise pas 1’énergie fournie
par ’hydrolyse de I’ATP, c¢’est la différence de potentiel électrochimique qui est utilisée.

e les uniports transportent une seule molécule dans une seule direction.

e Le symport : les deux substances de nature différentes sont transportées dans la
méme direction (co-transport), I'une est dans le sens de son gradient de concentration
(transport passif) et l'autre dans le sens opposé a son gradient de concentration
(transport actif).

e L’antiport : transport de deux ou plusieurs substances de nature différentes dans des
directions opposées (contre-transport). L une est transportée dans le sens du gradient

de concentration et ’autre contre gradient de concentration.
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Cytoplasme

H+ ATP > ADP+Pi

Translocation Le systeme
de groupe ABC

Transport simple

Figure 15: Les trois systemes de transport membranaire

2.4.3.1.2. Echanges avec déformations de la membrane plasmique C'est le transport des
grosses molécules ou particules avec intervention du cytosquelette, cas de I'endocytose et
I'exocytose.
+» Endocytose: Elle permet I'entrée des molécules vers la cellule. Trois types d’endocytose
sont connus, la pinocytose, la phagocytose et I’endocytose par récepteurs.
«» EXxocytose: Au contraire, I’exocytose assure la sortie des molécules de sécrétion vers le
milieu extracellulaire et permet le recyclage des récepteurs membranaires.
2.4.3.2.1a membrane joue un réle important dans la détection des signaux et de
composeés présents dans le milieu environnant grdce a la présence de protéines
transmembranaires du chimiotactisme.
Ceci, permet aux bactéries dotées de flagelles, de nager vers les endroits les plus riches en
nutriments, ou bien, de s’éloigner des endroits défavorables comme ceux qui contiennent
dessubstancestoxiques.Cesprotéinesinterviennentdanslesensderotationdesflagelles.
2.4.3.3.R0le de barriére semi-perméable (ou semi sélective): elle permet le passage de
molécules lipophiles et empéche le passage des molécules hydrophiles
2.4.3.4.0utre son rdle de barriére, la membrane exerce de nombreuses fonctions grace a de
nombreuses enzymes qui lui sont associées : enzymes des chaines respiratoires, perméases,

ATPases, phosphotransférases, enzymes impliquées dans la synthése de la paroi et des pilis.

2.5. Le cytoplasme
En raison de l'absence de compartimentation des cellules procaryotes, I'ensemble des

constituants solubles (macromolécules, molécules organiques ou minérales, éventuels

organites, etc.) sont localisés dans le cytoplasme, ou cytosol. Celui-ci est donc le lieu de

g
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nombreux processus vitaux. c'est un hydrogel colloidalneutre (pH situé entre 7 et 7,2) Il
représente 60-70 % du volume total de la cellule (entre < 0,2 et plusieurs um3 selon les
espéces). Sa composition chimique et ses propriétés physiques varient en fonction de I'état
physiologique et des fluctuations physicochimiques de I'environnement. Chez E. coli, il
occupe environ 0,2 um3 en cours de croissance exponentielle.

La membrane plasmique délimite ce cytoplasme dans lequel baignent les différents éléments
cellulaires (ADN, ribosomes, inclusions, protéines, ions...etc.). Exceptionnellement, le
cytoplasme de certaines especes peut contenir d'autres structures particuliéres tels que des
cristaux (chez Bacillus thuringiensis), des protéines "corps R" chez certaines bactéries

parasites de protozoaires...etc.
2.5.1. Les ribosomes

Les ribosomes sont de petites granulations sphériques de 10 a 30 nm de diametre. Ils sont
tres abondants dans le cytoplasme des bactéries en croissance (plus de 15000
ribosomes/bactérie). De point de vue composition, les ribosomes sont constitués d'ARN
(63%) et de protéines (37%) et la cohésion est maintenue en présence d'ions Mg++ et
d'autres liaisons telles que les liaisons hydrogéne, ioniques et hydrophobes. Vu la charge
négative des ARN et de certaines protéines, les ribosomes fixent les colorants basiques tels
que le bleu de Méthylene. Deux sous unités composent le ribosome bactérien a savoir; une
grande sous unité 50S et une petite sous unité 30S. Cependant, ils présentent une constante
de sédimentation de 70S (Attention! 50S +30S # 80S). La figure 16illustre la composition
d'un ribosome bactérien.

2.5.1.1.R0le des ribosomes

Les ribosomes bactériens jouent un réle fondamental dans la traduction de I'ARN Messager
et la biosynthese des protéines. Dans la plupart des cas, ils forment un polysome. La petite
sous-unité 30S fixe I'ARNmM en premier de son extrémité 5', puis la grande sous-unité se fixe
en deuxieme lieu sur la petite sous-unité pour mettre I'ARNm en "sandwich". La sous-unité
50S comporte deux sites; le site A (aminoacyl) qui accueille les ARNt et le site P (peptidyl)
qui accueille la chaine d’aminoacyl en cours de construction. Les acides aminés s'unissent
les uns aux autres par des liaisons peptidiques pour former une protéine.

NB : Plusieurs antibiotiques perturbent le fonctionnement des ribosomes tels que les

Aminosides, les phénicolés, les tetracyclines, I'acide fusidique, I'oxasolidinole, la rifamycine.
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Figure 16: Structure et constitution du ribosome bactérien

2.5.2.Les substances de réserve
leurs réle dans la cellule bactérienne est de stoker certains nutriments (les réserves) sous

forme de granules de réserve qui constituent ainsi un stock disponible. Ces granules sont

limitées par une mince enveloppe lipidique et qui peuvent étre de réserves azotées non

azotées (carbonées, phosphatées, soufre et fer).

2.5.2.1. Réserves azotées : beaucoup de bactéries aquatiques photosynthétiques (les

cyanobactéries) accumulent dans leur cytoplasme la cyanophicine. C’est un polymeére

d’arginine et d’aspartate, et constitue une réserve directe pour la biosynthése d’autres acides

aminés et acides organiques du cycle de KREBS.

2.5.2.2.Réserves non azotées

Y/
°

Y/
0'0

Carbonées : de nature glucidique telles que le glycogéne et ’amidon, rencontrées chez
les entérobactéries, mais le plus souvent stockées sous forme lipidique structurées en
acide PB-hydroxybutyrique chez les bactéries des genres Vibrio, Azotobacter et
Pseudomonas. Ces réserves peuvent servir de source d’énergie et de carbone en cas

d’absence de nutriments dans le milieu de croissance.

Phosphatées: dans la région nucléaire, se trouve des inclusions de volutine qui est un
polymere de phosphate et d’oxygéne (ortho-phosphate). Les volutines peuvent servir
pour la phosphorylation qui est une étape importante pour la vie de la cellule
bactérienne. Le phosphore est intégré dans la composition des acides nucléiques, des
phospholipides, des acides teichoiques, et des nucléotides (ATP, NAD+).

Soufrées: certaines bactéries oxydent le sulfure d’hydrogene (H2S) et stockent le soufre
élémentaire dans leur cytoplasme sous forme de globules. Ce sont les bactéries

photosynthétiques pourpres (Chromatium), les bactéries filamenteuses mobiles par
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glissement (Beggiatoa) et des bactéries incolores du soufre (Thiobacterium). Le soufre
sert pour la synthése des acides aminés soufrés (cystéine et méthionine) et de
coenzymes.

« Ferriques : Les bactéries oxydant le fer (bactéries ferro oxydantes) contiennent des
inclusions cytoplasmiques d’hydroxyde ferrique (Fe(OH)3. Le fer est présent dans la

structure des transporteurs d’électrons (cytochromes) et dans certaines protéines.

2.6.Le chromosome

2.6.1. Morphologie

comme tous les protistes procaryotes, les bactéries possédent un appareil nucléaire constitué
d'acide desoxyribonucléique (ADN) qui est le support de linformation génétique
(héréditaire) de la cellule, appelé aussi, génome. L'ADN est constitué d'une double hélice
d'ADN circulaire. Cette double hélice est pelotonnée, surenroulée dans le cytoplasme grace a
I'action des topo isomérases (au nombre de 4 chez les bactéries). Déplié, le chromosome
bactérien a pres de 1 mm de long (1000 fois la longueur de la bactérie) et 3 a 5 nanomeétres
de large. Les deux chaines de nucléotides se répliquent selon le schéma de Watson et Crick,
chaque chaine assurant la réplication de la chaine complémentaire selon un mode semi-

conservatif.

2.6.2. Composition
I’ADN ou acide désoxyribonucléique est un polymere de poids moléculaire (PM) élevé,

composé d’unités appelées nucléotides, ce dernier est constitué de : « Groupement
phosphoré + sucre désoxyribose a 5 C + une base purique ou pyrimidique ». Bases purigques :
Adénine A et Guanine G. Bases pyrimidiques : Cytosine C et Thymine T. Le
sucre:Désoxyribose. Le groupement phosphoré : est un phosphate diester en 3’ et 5’ du
désoxyribose. Le rapport (A+T)/G+C) mieux connu sous le nom de coefficient de Chargaff
varie selon les espéces. On I’exprime en GC% : 50% par exemple chez E.coli, 60% et chez
Pseudomonas, 25 a 45, Les deux brins d’ADN antiparalléles sont maintenus en une double
hélice par des liaisons hydrogénes entre les bases azotées de maniere spécifique
(complémentarité de bases : A=T et C=G). Cette structure complémentaire de ' ADN rend
possible la duplication précise de I'ADN durant la division cellulaire. Les chromosomes sont
composeés de génes qui sont des segments d'’ADN qui déterminent la synthése des protéines
(figure 17).
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Figure 17: Représentation schématique de la double hélice d'ADN

2.6.3.Réplication chimique
la réplication est bidirectionnelle et semi-conservative : chaque chaine parentale reste

associée a la nouvelle chaine pour qui elle sert de matrice. Plusieurs enzymes sont
impliguées : ADN polymeérase I, II, IIT : catalysent 1’addition de désoxyribonucléotides a
I’extrémité d’une chaine d’ADN, elles ont aussi une activité exonucléasique. La III est la
plus active.

ADN ligase : unit les extrémités de deux chaines d’ADN en catalysant la synthése d’un pont
phosphodiester entre un 3’OH et 5°P. Elle répare les coupures d’ADN et circularise I’ADN
bactérien. Hélicase: elle ouvre les chaines d’ADN avant la réplication.

La Gyrase ou Topo isomérase Il : La Gyrase fait une coupure au niveau de I’un des brins, ce
qui induit la déspiralisation de I’ADN superenroulée en molécule circulaire enroulée. La
réplication débute en un point spécifique (le point origine ou point d’initiation).

Au niveau de la fourche de réplication, I'un des deux brins est synthétisé dans le sens de
déplacement (3°’OH libre), catalysé par la DNA polymérase III. Il est appelé brin précoce ou
avancé. L’autre a extrémité 5’ sera synthétisé par fragments d’Ogasaki et il est appelé brin
tardif. Ces fragments de 1000 & 2000 résidus nécessitent des amorces d’ARN synthétisées
par une ARN polymérase DNA dépendante appelée primase, ensuite ces amorces ARN sont
excisées par I’ADN polymérase I (activité exonucléasique) et les délétions sont remplacées
par de I’ADN par cette méme enzyme. Enfin I’ADN ligase relie les différentes séquences au
niveau de leurs extrémités 3°’OH et 5’OH libre. Durant toutes ces étapes, les d’ADN matrice
sont maintenus déroulés et stabilisés par des protéines appelées « DNA binding proteins »
(figure 18).
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Figure 18:Le mode semi-conservatif de la réplication d'ADN.

2.6.4. Structure
L'analyse chimique de I'appareil nucléaire indique qu'il est composé a 60 % d'ADN (le

chromosome), a 30 % d'acide ribonucléique ou ARN (rdle de structuration) et a 10 % de
protéines. Ces dernieres sont représentées en particulier par les ADN polymérases qui
copient les doubles brins d'ADN, les topo isomérases, surtout les ADN gyrases, qui les
déroulent pour permettre I'action des polymeérases, et des ARN polymérases qui assurent la
synthese des divers ARN. La molécule d’ADN est tres riche en charges électrique négatives
(riche en résidus phosphate), mais elle est complexée a des cations Mg2+ et Ca2+ et avec
des protéines basiques (polyamines ou protéines P, voisines des histones de I’ADN des
eucaryotes), équilibrent ces charges et assurent la neutralité électrique et la stabilité de
I’ ADN.

2.7. Les plasmides

La cellule bactérienne peut contenir des éléments génétiques extrachromosomiques capables
d’autoreproduction que Lederberg en 1952 proposa d’appeler les plasmides. Certaines
bactéries possedent plusieurs plasmides différents. ils permettent a la bactérie une meilleure

adaptation a son environnement.

2.7.1 Structure
ce sont des molécules d’ADN bicaténaires , généralement circulaires (des plasmides

linéaires sont présents chez les (Borrelia spp. et les streptomyces sp.), extrachromosomiques,

d’une taille variant de 1 & 400 kb, doués de réplication autonome (réplicon) et transmissibles
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de facon stable & la descendance. ). lls adoptent un enroulement serré (torsadé) afin de

préserver I'espace cellulaire.

2.7.2 Réplication

Le plasmide peut se répliquer selon deux modéles :

+ La réplication de type Théta 0, uni ou bidirectionnelle, a partir d’une origine de
réplication en utilisant I’équipement enzymatique de la bactérie hote.

% Une réplication de type « Rolling cercle » ou cercle déroulant. Un brin est coupé par

une nucléase. Ce brin va se dérouler autour de I’autre brin dans le sens 5°P et la bactérie

va synthétiser un brin complémentaire simultanément aux deux brins parents.
2 .7.3 Proprietés

+ Résistance aux antibiotiques:(90% plasmidique) les 10% restant (chromosomique).
% Résistance aux métaux lourds:(mercure, sels de cadmium, bismuth, de plomb,

d’antimoine et arsénites.

% Production de substances a réle pathogéne:L’exemple le plus étudié est rencontré
chez les Escherichia coli, responsables de diarrhées.

+« Le pouvoir pathogéne:dans les 3 cas est contr6lé par une information génétique portée

par un plasmide, codant pour des entérotoxines et des facteurs de colonisation

permettant I’attachement des bactéries a la surface de I’intestin (épithélium intestinal).

«» Production de bactériocines

% Caracteres métaboliques : un grand nombre de caractéres biochimiques des bactéries

sont d’origines plasmidiques.
2.8 .Les Pilis

Les Pilis ou fimbriae sont de courts appendices protéiques fins et plus minces que les
flagelles qui mesurent de 3 & 10 nm de diametre et plusieurs pm de long. On les retrouve
plus fréqguemment chez les bactéries a Gram négatif que celles a Gram positif. Contrairement
aux flagelles, les pilis ne sont pas impliqués dans le mouvement. Il existe deux types de pili a
savoir; les pilis communs et les pilis sexuels On peut parler de :

«» Pili pour désigner les appendices qui jouent un réle dans la conjugaison (pili sexuels ou

pili F).
«» Fimbraiae (pili communs de type | a IV) pour désigner les appendices impliqués dans

les phénoménes d’adhésion.
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2.8.1. Structure
Les deux types sont composés des protéines appelées pilines (adhésine). Les sous unités de

la piline sont séparées par chauffage ou traitement acide et reformées a froid ou a pH neutre

2.8.2.Fonctions

s Pilis (fimbriae) communs jouent un rdle d’adhésion et de pathogénicité en

protégeant la bactérie contre la phagocytose (ex : gonocoque, Salmonella); .
-Les fimbriae de type I, I, jouent un réle dans ’adhésion des bactéries auxdifférents
supports vivant ou non. lls favorisent la formation de biofilm.
-Les fimbriae de type 1V, retrouvés par exemple chez Pseudomonas aeruginosa, enplus de
I’attachement, ils sont impliques dans un autre mode de mobilité, ditesaccadée. On les
retrouve au niveau des poles des cellules bactériennes.
-Lesfimbriae IV se contractent et se rétractent comme un ressort, pour permettre lamobilité
de la bactérie

« Pilis sexuels A l'inverse des pilis communs, les pilis sexuels sont plus longs, plus

épais et moins nombreux (de 1 a 5 pilis par bactéries) et se terminent par un renflement.
ils permettent le contact et I’accouplement entre deux bactéries en effet Le pili sexuel ou
de type Il joue un réle dans la conjugaison bactérienne (un des 3modes de transfert de
matérielgénétique d’une bactérie a une autre). Les pilisexuels de la bactérie donatrice
vont permettre de reconnaitre une bactérie réceptrice (de I’amarrer) et entrainer la
création d’un pont cytoplasmique entre les2 bactéries, permettant ainsi le passage d’une

molécule de plasmide.
2.9. La Capsule

La capsule est une structure inconstante organisée qui forme une couche visqueuse, localisée

a Dextérieur de la paroi cellulaire. Cette couche ne peut pas étre facilement enlevée de la

cellule. Au laboratoire plusieurs méthodes permettent sa mise en évidence telles que ;la

méthode a I’encre de Chine, la technique au cristal violet et au sulfate de cuivre, la technique

de BORREL (bleu de Borrel) ou la technique immunochimique (phénoméne de Neufeld)

utilisant des anticorps anti-capsulaires qui induisent un gonflement capsulaire (Ex :

pneumocoques).

NB : Une capsule peut entourer un ou plusieurs corps bactériens

% Mise en évidence de la capsule: Etat frais a I’encre de chine: les bactéries
apparaissent sur fond sombre avec un halo clair au tour du corps bactérien qui

correspond a la capsule.
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2.9.1 Morphologie

Certaines bactéries possédent des structures entourant la paroi. On distingue en réalité 3
types de couches, la capsule, les couches mucoides et la couche S selon les bactéries.
e La capsule, est bien organisée, bien définie et elle est difficilement détachable de la
bactérie.
e La couche mucoide, retrouvée chez les bactéries aquatiques est moins bien
organisée, diffuse, elle est facilement détachable de la bactérie.
e La couche S, plus rigide, trés structurée. C’est une couche de surface mise en
évidence que par microscopie électronique. Elle est constituée de sous unités

protéiques organisées de fagon.
2.9.2. Composition chimique

Les constituants capsulaires sont le plus souvent de nature polysaccharidiques (Ex :
Streptococcus pneumoniae) ou parfois polypeptidiques (Ex : Bacillus anthracis) Les
capsules « vraies » sont celles qui entourent la paroi comme les capsules de Streptococcus
pneumoniae. Cependant, d'autres couches comme les couches « diffuses » les couches «
slime » (biofilm) peuvent former une capsule (ex : Staphylococcus epidermidis) .La couche
mugueuse ou slime est une couche diffuse, facilement séparable du corps bactérien. Certains
polyosides produits par des bactéries ont un intérét industriel comme Leuconostoc
mesenteroides qui produit des dextrans.Le glycocalyx peut comprendre a la fois les capsules
et les couches mucoides. Il constitue un réseau de polysaccharides recouvrant la surface des
bactéries et d’autres cellules voisines. La couche S est constituée de sous unités protéiques
organisées de facon cristalline selon un systeme géométrique carré, hexagonal ou oblique.
Cette couche est fréquente chez les archéobactéries mais aussi chez les bactéries

(Chlamydia, Treponema, Helicobacter, Bacillus, Clostridium ...etc.)
2.9.3. Fonctions

La capsule ne joue pas un role vital pour la bactérie mais elle lui confére beaucoup
d'avantages . En effet elle protége la bactérie contre les agents physiques et chimiques, la
dessiccation, les UV et la fixation des bactériophages. De plus, elle joue un réle dans le
pouvoir pathogene car elle exerce un chimiotactisme négatif sur les leucocytes, elle s’oppose
a la phagocytose en diminuant ’adhésion des bactéries aux macrophages et elle empéche la
pénétration des antibiotiques. elle est considérée comme un facteur de virulence donc sa
présence dans certaines bactéries les rendent virulentes (Streptococcus pneumoniae). elle
joue également un rdle antigénique et les antigenes capsulaires (Antigéne K : Kapsel) sont
responsables de la spécificité sérologique (Ex : I’antigéne Vi chez Salmonella Typhi). Quant
a la couche S, elle joue un réle de squelette, d'adhésion, de résistance aux protéases des

macrophages et de protection vis & vis des bactériophages.
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2.10. Les cils et les flagelles

Les cils et les flagelles sont des appendices locomoteurs rigides et fins de nature protéique
(composés de flagelline) avec une structure hélicoidale qui s’étendent de la membrane
plasmique jusqu'a I’extérieur en traversant la paroi bactérienne. Ces structures qui
caractérisent les bactéries mobiles dont le diametre est d'environ 10 a 25 nm (ex: 12 nm chez
Proteus et de 20 -25 chez Pseudomonas.

2.10.1. Mise en évidence

Directe : en microscopie optique apres avoir épaissi les flagelles par des colorations
spéciales (Rhodes, Leifson : fuchsine basique) ;ils sont mis en évidence par la méthode de
Rhodes qui consiste & appliquer le mordant de Rhodes pour 3mn sur un frottis de bactéries
flagellées auquel les nitrates d’argent ammoniacal sont rajoutées. Aprés chauffage jusqu'a
ébullition le frottis est laissé 3 a 5 minutes en contact avec le mélange. Cette méthode tres
délicate permet de rendre la structure des flagelles plus épaisse et donc visible au microscope
La meilleure méthode d’étude est 1’observation au microscope électronique qui, seule,
permet de détailler leur forme, leur mode d’insertion et leurs dimensions.

Indirecte : état frais (bactéries en mouvement) ou en milieu semi-gélosé. on ensemence un
milieu faiblement gélosé (semi-liquide , semi solide) en piqdre centrale : les bactéries
immobiles se développent le long de la piqdre et les cellules mobiles envahissent toute la
masse. Plusieurs facteurs influence la mobilité tels que 1’age de la culture, la température

(Yersinia sp est immobile a 37°C et mabile a 22°C).
2.10.2. Structure

La microscopie électronique a transmission a permis de montrer que le flagelle bactérien est
compose de trois parties a savoir; le corps basal enfoui dans la membrane cytoplasmique, le
filament qui s'étend a I'extérieur de la cellule et enfin, le crochet qui relie le corps basal au
filament (Figure 19). De point de vu structural, le filament est composé de sous-unités de
flagelline dont la masse molaire vari de 30000 a 60000 Da selon I'espece bactérienne. Cette
protéine s'organise pour créer un filament long creux et rigide. Le filament de certaines
espéces est entouré également par une gaine de lipopolysaccharides telle que Vibrio
cholerae. Le crochet et le corps basal sont plus larges est plus complexes que le filament. Le
corps basal est ancré dans la membrane cytoplasmique et il est composé de disques
(anneaux). Chez les bactéries a Gram négatifs, plusieurs disques sont retrouvés (C, MS, P et

L) alors que les bactéries a Gram positif, deux anneaux uniquement sont présents.
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Figure 19:L'ultra structure d'un flagelle de bactéries a Gram négatif (a gauche) et a Gram
positif (a droit)

Types de flagelles (figure 20)
Dans le systéeme polaire, le ou les cils sont insérés a une ou aux deux extrémités de la

cellule. La cellule est :
[] Monotriche si I’on ne rencontre qu’un seul flagelle a ’une de ses extrémités
[1 Amphitriche lorsqu’un flagelle émerge a chacun des poles

[ Lophotriche lorsqu’une touffe de cils apparait a I’une ou aux deux extrémités
-Dans le systeme péritriche, la bactérie porte de trées nombreux cils insérés sur tout le

pourtour de la cellule. L’intérét de ces notions est évident en taxonomie.

e
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Figure 20: Types flagellaires et modes d'insertions

2.10.3. Fonctions

Le réle principal des flagelles est la mobilité. Les flagelles fonctionnent comme les hélices
de bateaux, par conséquent, une rotation dans le sens opposé a celui des aiguilles d’une

montre engendre un déplacement avant appelé la course. A l'inverse, une rotation dans le
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sens des aiguilles d’une montre engendre une culbute (elle se tourne sur elle méme afin de
changer de sens). La mobilité permet aux bactéries d’envahir les tissus de I’hote ce qui
permet de considérer les flagelles comme des facteurs de virulence.

Les flagelles possedent d'autres réles autres que la mobilité tel que le chimiotactisme. Le
systéme du chimiotactisme permet a la bactérie de sentir le milieu environnemental (attractif
ou répulsif) et provoque une réponse par un changement de rotation des flagelles. Dans le
cas des nutriments (substance attractive), les bactéries métabolisent les nutriments dans le
voisinage immediat, créant un gradient chimique. Elles vont ensuite se déplacer suivant le
gradient pour former un anneau de croissance. Enfin, un réle antigénique est attribué au
flagelles grace aux flagellines qui sont antigéniques (antigene H) ce qui donne une
agglutination en présence d’anticorps correspondent. En clinique, ce role est exploité

notamment dans le sérodiagnostique de la fiévre typhoide.
2.11. La spore

Ce sont des structures de résistance formées par certaines bactéries lorsque lesconditions
deviennent défavorables. Elle permet aux bactéries sporulantes de survivredans des
conditions difficiles et extrémes de 1’environnement. Les genres bacteriensles plus connues
qui forment des endospores sont Bacillus, Clostridium,porosarcina. Ce sont toutes des

bacteries Gram (+). D’autres genres sont capableségalement de sporuler.

» Mise en évidence
Les spores sont visibles a la coloration de Gram ou elles apparaissent comme desespaces
vides a I’intérieur des bactéries, seul le contour de la spore apparait coloré a 1’état frais, elles
apparaissent comme de petites masses réfringentes au sein de labactérie, ou libres dans le
milieu.ll existe des colorations spéciales basées sur le caractére acido-alcoolo-résistant
desspores. Exemple : coloration au vert de malachite = coloration de Benito-Trujillo.Aprés

une contre coloration par la fushine, les spores apparaissent vertes dans labactérie rose.

2.11.1. Morphologie

Les spores sont de petites unités ovales ou sphériques. Elles peuvent déformer ou nonle
corps bactérien. Leur position dans la cellule est variable : centrale, terminale, subterminale
(figure21) Ellesservent également dans I’identification bactérienne. La spore peut-étre libre

ou non.La recherche de tous ces caractéres se fait dans un but taxonomique.
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Figure 21: Exemple de localisation et taille des endospores

2.11.2.structure

L’exoporium de Bacillus anthracis par exemple est composée de protéines, d’osamines et de

polysaccharides neutres. Elle contient une multitude d’enzymes nécessaires a la germination

et/ou a I’interaction avec les cellules de 1’héte tels que les macrophages. La tunique est de

nature protéique et selon 1’espece elle est constituée de protéines ressemblant a la kératine

chez Bacillus cereus ou au collagéene chez Bacillus subtilus .Elle contient également les

enzymes nécessaires a la germination.Le cortex est constitué de peptidoglycane différent de

celui de la paroi avec moins deponts interpeptidiques car 50% de NAM (acide N-acetyl

muramique) sont remplacéspar des MAL (résidus lactam-muramique).la figure 22 illustre

bien la structure d'une endospore bactérienne.

42
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Figure 22: La structure d'une endospore bactérienne

2.11.3.Phénomeéne de sporulation
Des conditions défavorables de croissance entrainent la sporulation ou 1’absence

degermination de la spore. Il représente le passage de la forme végétative a la formesporulée
(figure23). La sporulation dure environ 10.5 heures, chez Bacillus megateriumElle est
provoquée par I’épuisement du milieu en substrat nutritif et elle peutnécessiter des
conditions particulieres : absence d’oxygéne pour les Clostridium,présence d’oxygéne au
contraire pour B. anthracis.

Le processus de sporulationdébute a la fin de la phase exponentielle et se déroule en 6
étapes:

Stade I: formation du filament axial : la division nucléaire n’étant pas suivie d’unedivision
cellulaire, les deux génomes fusionnent donnant un filament chromatiqueaxial.

Stade Il : les deux génomes se séparent et en méme temps la membranecytoplasmique
s’invagine prés d’un poéle de la cellule pour former un septum desporulation qui partage la
cellule en deux parties inégales. Ce septum va envelopperle cytoplasme de la plus petite
partie pour former une pré spore caractéristique.

Stade 11 : Engloutissement de la pré spore.

Stade IV : entre les deux membranes limitant la pré spore se forme la paroi sporale
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puis apparait rapidement le cortex.
Stades V and VI : apparition des tuniques et apres maturation.
Stade VI1 : la cellule végétative se lyse et libere la spore.

(rveioppe
Membrare
eerne

Cortan

Membrare
wterre

gcutl

Figure 23: Etapes du cycle de sporulation et de germination chez Bacillus subtilis

2.11.4.Proprietés

La spore possede de nouvelles propriétés par rapport a la cellule végétative :Dans la nature
(conditions naturelles), la spore permet de résister aux manques d’eauet de
nutriments.Expérimentalement on a démontré les propriétés suivantes :

-La thermo reésistance: La spore résiste en général a des températures de 70-80°Cpendant
10 minutes, parfois plus. Cette propriété est due a la présence de I’acidedipicolinique,

- la déshydratation de la spore et aux protéines « SASP » (petitesprotéines acides et
solubles pouvant se fixer a ’ADN.

-Résistance aux agents physiques et chimiques: La spore résiste aux rayonsUltraviolets,
aux rayons gamma (Calcium, et SASP). Aux antiseptiques, désinfectants,antibiotiques (la
tunique).

-Synthese d’antibiotiques: Certaines bactéries synthétisent des antibiotiques audébut de la
phase de sporulation. Mais aussi des toxines (entérotoxine de Clostridiumperfringens) ou des

substances a activité biopesticide (toxines qui tue des insectes).
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2.11.5.Germination
Afin que la spore germe, elle doit se trouver dans des conditions favorables : eau, nutriments,

pH, force ionique, temperature convenable, aucun d’agent antimicrobien .Placée dans des
conditions favorables (eau glucose acides aminés) la spore redonne naissance a une cellule
végétative. On distingue 3 stades dans le processus de germination :

2.11.5.1'L’activation: correspondant a une Iésion des enveloppes sporales par des agent
sphysiques (choc thermique) ou chimiques (acides, lysozyme) ou mécaniques(abrasion,
choc).

Remarque : I’activation thermique est mise a profit au cours de la tyndallisation quiconsiste
a chauffer 3 fois le produit a stériliser : 30 min a 60°C (destruction desformes végétatives et
induction de la germination d’éventuelles spores), le deuxiemechauffage a 60°C et pendant
30 minutes, tue les spores issues da la germination etinduit la germination des spores
résiduelles. Le troisieme chauffage dans les mémesconditions, détruit les derniéres formes
végétatives.

2.11.5.2.L’initiation débute en présence de conditions favorables d’hydratation et
demétabolites effecteurs (alanine, magnésium, adénosine) qui pénétrent a travers
lesenveloppes endommagées. Des enzymes hydrolytiques dégradent les constituants dela
spore ; il y a libération du dipicholinate de calcium. Le cortex ainsi détruit, la spores ‘imbibe
d’eau et gonfle.

2.11.5.3.L’émergence de la nouvelle cellule végétative, grace a ’altération des enveloppes.
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Chapitre3: La classification bactérienne
Introduction

Depuis la premiére description de bactéries vivantes par Anthonie Van Leevenhoek en 1665
jusqu'a la fin du XIX siecle, il n'yeut que peu d'intérét pour l'identification des espéces
bactériennes et leur classification. Leur étude n'a veéritablement commencé qu'avec la
découverte de leur role dans le processus de fermentation de leur mode de transmission en
pathologie infectieuse grdce aux travaux de Louis Pasteur et de Robert Koch. C'est le
naturalise suédois Carl Von Linné (1707-1778) qui fondra la science du classement des
organismes vivants appelée taxonomie(du grec taxis, arrangement), et le premier ouvrage
"moderne” de classification bactérienne  parut en 1923 avec Bergey's Manuel of
determinatve bactériology

La taxonomie permet de différencier les organismes vivants en définissant les limites aux
groupes a l'intérieur desquels les organismes seront rassemblés sur la base de leur caractére
communs ou distinctifs ,caractéres principalement liés a la morphologie, a la niche
écologique ou encore la physiologie.

La taxonomie se subdivise en trois parties:

la classification c'est a dire I'arrangement des organismes dans des groupes taxonomiques ou
"taxons "sur la base de leur similarité de leurs caracteres, la nomenclature c'est a dire la
dénomination de ces groupes selon des regles stricts, et l'identification c'est a dire la
comparaison des caracteres d'un organisme inconnu a ceux des différents groupes décrits
permettant alors de I'assigner a I'un d'entre eux. Un taxon regroupe différents organismes
dans le groupe qu'il constitue (figure 24), I'élément de base est I'espece, on considere alors
des taxons d'espéce (par exemple espéeceEscherichia coli), de genre (genre Escherichia ), de
famille (famille Enterobaceriaceae), d'ordre (ordre des Enterobacteriales),de classe (classe
Gammaproteobacteria), de phylum (phylum proteobacteria) de domaine ou encore appelé
super regne (bactéria) donc Elle permet de répartir les micro-organismes en groupes
significatifs, utiles, avec des noms précis, de sorte que les microbiologistes peuvent les

étudier et communiquer efficacement avec un langage universel.
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Domaine > Bacteria
Phylum - Proteobacteria
Classe - = (-proleobacleria [-protecbacteria -protecbacteria d-proteobacteria e-proteobacteria

Ordre — Chomatiles  Thiofichales  Legionellales  Pseudomonadales  Vibrionales  Enterobaceriales ~Pasteurellales

Famille - Enterobacteriaceae

Genre — Enfgrobacter Escherichia  Klebsiela ~ Profeus ~ Samonglla ~ Sematia  Shigela  Yersinia

Espéce » 8. boydi S. dysenteriae S. flexneri S. sonnei

Figure 24: Structure hiérarchique en taxonomie

Types de classification

3.1.Classification phenetique

Aussi appelée classification artificielle, car elle utilise un faible nombre de caractéres tels
que la morphologie ,la présence d’une spore, des caracteres biochimique...etc. Elle consiste a
regrouper les micro-organismes suivant la similitude de leurs caracteres phénotypiques. C'est
l'une des classifications anciennes utilisées pendant longtemps par les taxonomistes
microbiens. Cette classification a réussi a mettre de I'ordre dans la diversité microbienne et a
permet de relier certaines fonctions a des structures morphologiques (Ex : l'association des
cils et flagelles avec la mobilité). Cette classification reste limitée et moins précise car elle
ne refléte qu’une faible quantité d’informations. Néanmoins, plus le nombre dattributs
comparés est élevé, plus la classification phénétique est meilleure. Ainsi, les micro-
organismes qui partagent le plus de caractéres sont groupés dans un méme taxon (ou groupe

phénétique).

3.2.Classification phylogénique(ou phylétique) naturelle

Avec l'avénement de la biologie moléculaire, la classification des organismes vivants a été
révisée et modifiée. On utilise maintenant de plus en plus une classification dite
phylogénétique qui regroupe les étres vivants sur la base d'’homologies de leur ADN
(génotype) ; alors que la classification traditionnelle établit des groupes ou taxons en
fonction d'un simple critéere de ressemblance globale (phénotype basée sur I’évolution
commune de la descendance. Elle est basée sur I’étude comparative de marqueurs

moléculaires spécifiquement retenus en raison de leur grande stabilité évolutive (ADN, ARN

-
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et protéines, et les lipides qui en dérivent),elle consiste & comparer les espéces sur la base des
relations évolutives. Depuis l'apparition de la théorie de Darwin sur I'évolution des espéces
en 1859, Carl Woese et George Fox furent les premiers a avoir proposer d'utiliser les
séquences de I'ARN ribosomique de la petite sous-unité du ribosome (ARN 16S chez les
procaryotes et I'ARN 18S chez les eucaryotes), pour étudier la relation évolutive entres les
espéces en 1977 .Depuis, ils proposérent une réorganisation de la classification du monde

vivant en trois domaines a savoir; Eucarya, Bacteria et Archaea.

« L’ADN est analysé selon plusieurs méthodes
-dénaturation de ’ADN:
I’augmentation progressive de la température provoque la rupture progressive des liaisons
hydrogenes liant les 2brins, cette rupture s’accompagne par ’augmentation de 1’absorbance
(OD) jusqu’a un maximum ou elle se stabilise : ¢’est I’effet hyperchrome. La température de
demi dénaturation (meltingpoint, Tm) ou température de fusion correspond a I’obtention de la
moitié de I’hyperchrome .Plus il ya de G-C dans ’ADN plus Tm augmente. La Tm est
spécifique a chaque ADN puisque le contenu en G-C est variable d’une espéce a ’autre. le
coefficient G-C :donne le contenu relatif en base d’ ADN. détermine sa température de fusion
Tm (Tm : une température a laquelle les deux brins d'ADN se séparent). (GC%=
[G+C]*100/ [G+C+T+A]) ou A ,G, T ,et C sont exprimés en concentration molaire
Actuellement quand ce pourcentage ne dépasse pas 5%, on considére que les bactéries
appartiennent a la méme espéce(c’est le pourcentage d’hétérogénéité). la variation du CG % a
I’intérieur d’un genre bactérien est inferieur a 10% ce qui représente un bon parameétre de
classification.
-’hybridationdel’ADN:(ou renaturation) est basée sur la propriété des brins d’ADN
monocaténaire a s’associer en ADN bicaténaire, si leurs séquences en bases sont
complémentaires ,c'est-a-dire qu’ils sont homologues.
Exemple : un brin d’une bactérie A et un autre d’une bactérie B, on regarde si le monobrin 1
est complémentaire du B : si le pourcentage de complémentarité 100%,donc c’est la méme
espéce, si le pourcentagedecomplémentarité50%,donc c’est le méme genre.
-’analyse de PARN: les ARN sont des molécules informationnelles transcrites
del’ ADN.Surleplanméthodologique,2procédéssontutilisés: I’hybridation ADN/ARNoule
séquencage comparatif des ARN surtout les ARNr 16S et 23S.Surlabasedel’ ARNr,il est
maintenant clair qu’il existe 3catégories d’organismes, c'est-a dire 3 domaines :Le domaine
des eubactéries (procaryotes):avec 23 embranchements procaryotes dont la paroi contient le

peptidoglycane et ’acide muramique (majorité des bactéries et des cyanobactéries).
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-Le domaine des archaebactéries: avec 4 embranchements "bactéries anciennes "dont la
paroi ne possedent pas de peptidoglycane et ses acides aminés spécifiques (pas d’acide
muramique), leur réponse a la coloration de gram est diverse. La majorité vivent dans des
milieux extrémes (producteurs de méthane, thermophiles extrémes, halophiles extrémes
acidophiles et un groupe n’ayant pas de paroi cellulaire);et le domaine des
eucaryotes(protistes ,plantes ,animaux et champignons).

3.3.Classification de Bergey
le plus remarquable travail de classification des bactéries, édité dés 1923 au USA sous le

nom:Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. Son objectif initial était le
regroupement des informations phénotypiques disponibles pour ’identification des espéces
bactériennes reconnues, afin de permettre 1’identification de souches inconnues. C’est une
classification de référence actuelle des bactéries, basée sur les données phylogénétiques .

Actuellement, plusieurs classifications des micro-organismes existent.On cite; la
classification selon Cavalier-Smith, l'arbre simplifié de Gupta, l'arbre résumé
d'aprésSkophammer et al., la classification de Wu et al. et la classification de Bergey's. Cette
derniére est largement acceptée par les microbiologistes. La premiere publication de David
Bergeys " Bergey's Manual of Determinative Bacteriology" fut en 1923. Depuis plusieurs
éditions sont publiées. Cette classification qui sert de guide de référence pour I'identification
des bactéries est basée sur les caractéristiques a la fois physiologiques, morphologiques,
écologiques et notamment phylogénétiques. Chaque volume de ce manuel couvre un groupe

spécifique de bactérie et il est écrit par des experts dans le domaine .
3.4.Classification génotypique

La classification génotypique vise a comparer la similitude génétique entre les micro-
organismes. Cette comparaison peut se faire entre des génes individuels ou entre des
génomes entiers. Actuellement, avec l'avancée des approches moléculaires, plusieurs
techniques permettent de réaliser efficacement la comparaison génotypique alors qu'avant,
un seuil de similitude de 70% était suffisant pour classer des micro-organismes dans le
méme taxon. Par conséquent, les archées et les bactéries étaient regroupées faussement dans

le méme taxon vue I'homologie des génomes supérieures a 70%.

3.5.Critéres et les techniques d'études de classification bactérienne

Afin de pouvoir classifier les micro-organismes notamment les espéces du domaine

Bacteria, plusieurs critéres sont pris en considération.
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3.5.1.Les criteres classiques
Les critéres classiques de la classification bactérienne s'intéressent aux caractéres
morphologiques (phénotypiques), physiologiques, biochimiques et écologiques (habitat). La
similarité morphologique est un bon indicateur d'une parenté phylogénétique. En effet, les
caracteéres structuraux dépendent de I'expression de nombreux genes qui sont habituellement
stables. Les comparaisons morphologiques des espéces bactériennes, notamment les plus
petites d'entre elles sont limitées par la résolution du microscope optique. C'est plutét les
microscopes électroniques (a transmission et a balayage) qui ont beaucoup contribué a
I'étude morphologique et anatomique des micro-organismes par un pouvoir de résolution
pluspoussé. Les caractéristiques physiologiques et métaboliques renseignent sur la nature des
enzymes et des protéines de transport. Donc, elles permettent indirectement de faire une
analyse des génomes du fait que ces protéines sont des produits d'expressiongénétique. La
caractéristique biochimique la plus importante en taxonomie consiste a analyser le profil des
acides gras par la technique de FAME (fatty acids methyl-ester) qui peut relever des
différences significative d'une espéece a une autre. Enfin, les propriétés écologiques sont d'un
grand intérét pour la taxonomie bactérienne. En effet, les caractéristiques de I'habitat
(comme le pH, la température, lI'oxygene, la pression osmotique..) renseignent sur les
préférences et les exigences des bactéries pouvant partager des liens de parenté.
3.5.2.Morphologie de la colonie la forme, la texture et la couleur des colonies bactériennes
peuvent étre caractéristiques ;Forme, structure cellulaire et réaction aux colorants : la
coloration de Gram est I’'un des tests les plus importants. Ces caracteres apportent des
informations concernant la taille, la forme et le regroupement des bactéries, ce qui est
suffisant pour identifier certains genres tel que les Streptocoques(cocci gram positif en
chainette).Concernant les colorants comme le vert de malachite pour colorer les
spores.Caractéristiquesdelaculture:latempérature,lepH, etlesbesoinsenoxygenesontutilesal’ide
ntification des bactéries.
Les tests biochimiques: tels que les sources de carbone ,les produits finaux de leurs
processus métaboliques (ex :fermentation du glucose et la production d’acétoine (acétyl
méthyl carbinol) par le test de Vogers Prauskauer),les enzymes que produisent les
bactéries(décarboxylases ,protéases et DNases),la présence d’autres molécules comme les
toxines, les acides gras a chaines longues ou les antibiotiques.

3.5.3.Les tests immunologiques des anticorps dirigés contre des composants cellulaires

comme I’antigéne O des polysaccharides.
3.5.4.Les criteres moléculaires

Avec l'arrivée de la biologie moléculaire, des criteres moléculaires se sont imposés afin
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d'éclaircir certaines ambiguités retrouvées en utilisant uniquement les criteres classiques.
Les criteres moléculaires se basent notamment sur les acides nucléiques (leur composition
en base, leur hybridation, leur séquencage, empreintes génomiques) ainsi que sur l'analyse
des protéines. La composition en base des acides nucléiques et notamment le contenu en
GC%.

-L'hybridation des acides nucléiques (ADN-ADN) a pour but de mesurer la similitude
entre des génomes. Cette technique consiste a incuber des brins d’ADN (non radioactif)
fixés sur un filtre de nylon avec un ADN radioactif dont on veut comparer. Les fragments
d'ADN radioactifs s’hybrident et le taux d'homologie est reflété par le taux de la
radioactivité.

-Le Séquencage des acides nucléiques et plus précisément le séquencage des genes ADN
codant pour I'ARN ribosomique de la petite sous-unité du ribosome (ARN 16S) constitue la
base de I'arbre phylogénétique proposé par Carl Woese et George Fox.Donc, I'ARN 16S est
considéré comme une carte d'identité moléculaire. Le gene codant pour I'ARN 16S est vital
et n'admet pas de mutations importantes ce qui fait que ce géne change trés peu au cours du
temps (évolution). A titre d'exemple, les expériences d'hybridation ADN-ADN et l'analyse
des séquences de ’ARNr 16S, menées en 1984, ont permis de montrer que les espéces
Streptococcus faecium et Streptococcus faecalis étaient suffisamment distinctes des autres
streptocoques pour justifier la création du genre Enterococcus.

3.5.5.Les tests d’ADN

la comparaison des contenus et des séquences d’ADN entre les souches sont des méthodes
qui permettent de séparer les organismes en différents groupes et de mesurer la relation
évolutive entre eux. I’analyse du contenu en G-C ou coefficient de Chargaff ;
etplusrécemmentlacomparaisondesséquencesd’ ARNr16Soudesprotéinescommelecytochrom
eC ou I’ATPase.

D'autres techniques appelées "prise d'empreintes génomique" (fingerptinting) contribuent
également de facon efficace, précise et rapide a la taxonomie bactérienne. Parmi ces
techniques, l'analyse de ségquence multilocus (MLSA) et l'analyse de polymorphisme de
longueur des fragments de restriction (RFLP).

Enfin, le séquengage des protéines est aussi utilisé en taxonomie. La similitude des
séguences protéiques présentant une méme fonction suggérent que les organismes qui les
possédent soient étroitement apparentés. Les protéines les plus utilisés en phylogénie sont
les cytochromes et d'autres transporteurs d'électrons, les protéines du choc thermique, les

histones, protéines de transcription et de traduction et beaucoup d'autres protéines.
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3.6.Les méthodes d’identification

3.6.1.L’observation microscopique: elle est réalisée avec ou sans coloration spécifique.
Les différentes colorations permettent de déterminer les caractéres morphologiques ou
structuraux (forme, type de paroi.....etc)

3.6.2.Les tests métaboliques préliminaires : type respiratoire, recherche de la catalase, de
I’oxydase..etc

3.6.3.L’analyse du profil biochimique : consiste & mettre en évidence des métabolismes
spécifiques par [’identification de leurs produits ou leurs métabolites intermédiaires
spécifiques. Les galeries biochimiques classiques sont délaissées au profit de galeries multi-
tests miniaturisées(galeries API).

Les différentes especes bactériennes clairement identifiées sont reconnues
commesouchederéférenceetdéposéessousformedesouchestypesdansdescollections.

Ces méthodes d'identification seront plus détaillées dans le TP N°9.
3.7.Collection des souches

Les différentes especes bactériennes clairement identifiées sont reconnues
commesouchederéférenceectdéposéessousformedesouchestypesdansdescollectionsd’aumoins2
centresouinstitutsofficiellementreconnus(ex:1’ Americantypecollection center, ATCC). Par
exemple, la souche de référence d’E.coli est E.coliATCC11.775.Les souches de références

sont conservées sous formes lyophilisées et congelées.
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Chapitre 4: Nutrition Bactérienne

Généralités
laphysiologiebactérienneconsisteaétudierlanutrition,lemétabolismeetlacroissancedes
bactéries enfonction desvariations du milieu dans le quel ellesvivent.Pour survivre et se
reproduire les bactéries utilisent une quantité plus ou moins importante de substances
minérales et organiques dites substances alimentaires. L’objectif de ce chapitre est d’étudier
les modalités de multiplication des microorganismes et plus particulierement de comprendre
dans quelles conditions la cellule bactérienne se développe, croit et se reproduit puis dépérit
et meurt.

Selon leur mode de vie elles ont des exigences nutritives diverses mais toutes doivent trouver
dans le milieu ou elles vivent

- Des sources d’énergie indispensables a la réalisation des synthéses de leurs propres
constituants.

- Des substances élémentaires nécessaires a 1’élaboration de leur structure.

- Des substances spécifiques en oligoéléments ou facteurs de croissance.

4.1.Besoins élémentaires
4.1.1.Besoins en carbone

Selon la source de carbone utilisée, on distingue deux types de bactéries :

0 Les bactéries autotrophes sont capables de réduire le carbone inorganique du CO2. Les
organismes autotrophes sont a l’origine de I’ensemble de la matiére organique et ils se
trouvent toujours a la base des chaines alimentaires. Les plus connues des bactéries

autotrophes sont les cyanobactéries.

0 Les bactéries hétérotrophes ont besoin d’une source de carbone organique. L’extraction
du carbone a partir de molécules du milieu externe suppose leur dégradation, ce qui constitue
le stade le plus rudimentaire de la digestion. La digestion bactérienne est extracellulaire, elle

comporte trois phases :
La sécrétion a I’extérieur de la cellule bactérienne d’enzymes digestives
La digestion de la matiére organique qui s’y trouve

L’absorption des produits de digestion.
Les principales molécules sources de carbone sont les glucides, les acides et alcools
organiques. Pour les bactéries hétérotrophes, la présence de CO2 dans le milieu de culture ne

suffit pas a assurer la survie bactérienne, mais lorsque la source spécifique de carbone est
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présente dans le milieu, une forte concentration de CO; peut favoriser la croissance de
certaines especes.

L’utilisation d’une source d’énergie lumineuse ou chimique ne préjuge pas du type de source
de carbone. On peut ainsi trouver des bactéries autotrophes chimiotrophes (Nitrobacter) ou
phototrophes (Cyanobactéries) ou des bactéries hétérotrophes chimiotrophes (Escherchia
coli) ou phototrophes (bactéries pourpres non sulfureuses).

4.2.2. Besoins en azote

L’azote est surtout nécessaire a la synthése des protéines et autres substances azotées. Il peut
provenir de I’azote moléculaire, atmosphérique, de substances inorganiques azotées (nitrites,
nitrates, ammoniac, sels d’ammonium) ou de molécule azotées organiques (acides aminés,
protéines).(figure25).

Les bactéries fixatrices d’azote moléculaire sécrétent de la nitrogénase, enzyme catalysant la
fixation de 1’azote. Elles appartiennent a deux classes :

- Les Azotobacter vivent libres dans le sol et peuvent générer des kystes fixateurs de I’azote
atmosphérique, phénomene capital pour la régénération des sols.

- Les rhizobiacées entretiennent une relation symbiotique avec les légumineuses.

L’établissement de cette relation induit 1’apparition de nitrogénase.

Bactéries dénitrifiantes

fixatrices d'azote Nitrates
nodules de )
Décomposeurs

légumineuses (bactéries et champignons,
aérobies et anaérobies)

Bactéries
Ammonification Nitrification nitrifiantes

Ammoniaque itri
q (NHA+) @ Nitrites (NO2-)

Bactéries fixatrices d'azote
dans le sol

Bactéries nitrifiantes

Figure 25: Le cycle biogéochimique simplifié¢ de I’azote

«+ Besoins énergétiques

Les échanges transmembranaires ainsi que I'utilisation des éléments puisés dans le milieu de

culture nécessitent une consommation non négligeable d’énergie. Cette énergie provient du

milieu extérieur de la bactérie et est emmagasinée dans des molécules organiques de type

ATP, synthétisées par les bactéries.

3
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Selon le type d’énergie utilisée, on distingue deux catégories de microorganismes:

les microorganismesphototrophes qui puisent leur énergie dans le rayonnement lumineux
(I’énergie lumineuse) au cours de laphotosynthése,les microorganismeschimiotrophes qui
utilisent 1’énergie provenant de I’oxydation desnutriments (1’énergie chimique) .Au sein de
chacune de ces catégories, on distingue deux groupes en fonction de la nature des substances
sur lesquelles va s’exercer 1’énergie dont on vient de parler. Ces substances servent de
source d’hydrogéne ou d’électrons. Elles peuvent étre:

e Minérales, on parle alors de ou microorganismeslithotrophes.

e Organiques, on parle alors de microorganismesorganotrophes.
On distingue ainsi des bactéries photolithotrophes (qui utilisent un substrat minéral comme
le H2S ou I’eau), photo-organotrophes (qui utilisent des substances organiques comme le
succinate), chimiolithotrophes (bactéries nitrifiantes, utilisant du NH3-, bactéries utilisant le
soufre sous forme de H2S, S, S,05%", bactéries oxydant le fer ferreux Fe?*, bactéries oxydant
I’hydrogene Hz) ou chimio-organotrophes.
Les bactéries utilisant ’ammoniac et les sels d’ammoniumqui peuvent le faire grace au
glutamate déshydrogénase (capable de transformer 1’acide Alpha- cétoglutarique en acide
glutamique par couplage avec une molécule d’ammoniac) ou au glutamate Synthétase
(GOGAT), capable de transformer 1’acide glutamique en glutamine par addition d’une
molécule d’ammoniac.
Les bactéries utilisant les nitrites (NO2.) et nitrates (NOs.) le font essentiellement par le
biais du nitrate réductase, qui permet d’utiliser ces molécules soit comme source d’azote,
soit comme accepteur final d’électrons dans le cadre d’une respiration anaérobie.
Les acides aminés sont utilisés comme source d’azote et/ou de radicaux azotés par
désamination ou décarboxylation.
Certaines bactéries possédent des protéases ou des peptidases leur permettant d’utiliser ce
substrat organique azoté.
1. Besoins en eau
Un parametre appelé (« Activity of water », Aw, ou activité de I'eau) quantifie la
disponibilité de I'eau libre, non associée aux nutriments, elle varie de 0 a 1.Le role de ’eau
dans le fonctionnement de la cellule bactérienne est fondamental. Cette importance se refléte
directement dans la composition cellulaire, dont 1’eau représente plus de 80%.
L'eau représente 70% du poids cellulaire total chez Escherichia coli. Elle solubilise les
nutriments, elle joue un role important dans leur transport et ceci dans les deux sens. C’est le
solvant de la vie, ou se déroulent toutes les réactions métaboliques (catabolisme plus

anabolisme).
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La majorité des bactéries se développent a des Aw supérieures a 0.95,certains germes ne se
développent que pour une valeur de I'Aw supérieure a 0,97. A 'opposé, les bactéries
halophiles qui nécessitent la présence de sel (NaCl, 1 a 15%) I’Aw est de 1’ordre de 0.75

La diminution de ce paramétre peut entrainer des modifications majeures dans le
métabolisme bactérien, comme une perte de toxicité (Staphylococcus aureus) ou méme la
mort cellulaire. Peu de germes résistent a des taux bas d’humidité ; ¢’est notamment le cas
de Listeria monocytogenes, qui peut se développer a une Aw de 0.83. Seules les spores
peuvent survivre a la dessiccation en effet.

Les endospores peuvent survivre dans un environnement dépourvu d'eau libre. Le degré
d'humidité des aliments a une influence sur leur conservation et leur séchage. C’est un
procédé de conservation basé en partie sur la diminution de I'Aw.

2.Le soufreest I’un des minéraux les plus importants pour le développement bactérien, aussi
bien pour le métabolisme de synthése qu’en tant qu’accepteur final d’électrons dans le
métabolisme énergétique. Les sources utilisées sont :

- Minérales : les sulfates (bactéries sulfatoréductrices), le soufre élémentaire (bactéries
sulforéductrices), les thiosulfates (bactéries thiosulfatoréductrices) ou le sulfure (bactéries

chimiolithotrophes aérabies).

- Organique: par décomposition des protéines soufrées. Dans certains cas, les sources de
soufre sont en méme temps des facteurs de croissance : méthionine, biotine, cystéine,
thiamine.

3.Le phosphoreest un autre élément important pour la synthese des acides nucléiques et
pour la production d’ATP. Les bactéries utilisent les phosphates inorganiques comme source
de phosphore.

4.Eléments minéraux

jouent un réle dans I'équilibre physicochimique (NA,K,Mg,Cl) et rentrent dans la
composition d'enzymes et de coenzymes (Fe) Cytochrome ou Mg (Chlorophylle).
5.0ligoéléments:lIs sont indispensables a la cellule en trés faibles quantités. On peut citer le
cobalt, le zinc, le bore, le cuivre, le manganése, le sélénium..etc Trés importants pour le

fonctionnement des enzymes. lIs ne sont pas tous requis par une méme espéce.

%+ Besoins spécifiques

4.2. facteurs de croissance
Les facteurs de croissance sont des substances ou des éléments strictement nécessaires au

métabolisme bactérien mais que la bactérie ne peut pas synthétiser-elle-méme. Les besoins

en facteurs de croissance sont spécifiques pour chaque famille bactérienne, et parfois méme
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pour une souche particuliére. Les quantités requises sont généralement trés faible, les
facteurs de croissance servant principalement de catalyseurs ou de cofacteurs enzymatiques.
Les bactéries capables de se développer en I’absence de facteurs de croissance sont appelées
prototrophes. Elles ont besoin de milieux de culture simples, contenant une source
d’énergie, une source de carbone, d’azote et les principaux minéraux. Celles qui nécessitent
au contraire un facteur de croissance dans leurs milieux de culture sont dites auxotrophes.
La nature de ces facteurs de croissance est trés diverse : bases azotées, acides gras,
vitamines, acides aminés, heme ou protoporphyrine (facteurs X), etc. Parfois, ces facteurs de
croissance sont produits par d’autres bactéries présentes sur le méme substrat. Dans ce cas, la
relation qui s’établit entre les deux espéces est appelée syntrophie et se traduit par le
développement de colonies « satellites » de bactéries auxotrophes autour d’une colonie qui

produit le facteur de croissance. (figure 26).

Crosssance dune souche de Hacmophile spp. exigoante on factowr V
Ensemencement de la soache
de Haemophilus spp. exigeamte en
-

— facsour V

Enscmencenscnt on strie & m»:/

souche de staphylocoques
productrice de NAD (factour V)
Incubation
Apris incubation, la culture de la souche de Haemophilus spp. w'est obscrvée quii
proxmusd de la colture de ba souche de staphylocogues

Figure 26:un exemple de syntrophie

Les facteurs de croissance les plus exigés par la plupart des bactéries auxotrophes sont les
vitamines (vitamine B12, Biotine, Thiamine).

NB : 4 l'opposé des facteurs de croissance, certaines molécules ou certains éléments
peuvent inhiber la croissance bactérienne : ce sont des antimétabolites, comme [’arsenic, le
chrome, le mercure, le plomb, [’or, le radium....etc

Les molécules de cette classe sont souvent des analogues des facteurs de croissance,
capables d’entrer en compétition avec ceux-ci, comme par exemple [’acide para-

aminobenzoique (PAB) ou la para-aminobenzéne sulfanylamide (PAS).
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4.3.Types trophiques

Classe du besoin Nature du besoin Type trophique

Source d'énergie Rayonnement lumineux Phototrophe

Oxydation des composés | Chimiotrophe
organiques ou inorganigues

Donneur d'électron Minéral Lithotrophe
Organique Organotrophe

Source de carbone Composé Minéral Autotrophe
Composé organique Hétérotrophe

Facteurs de croissance Non nécessaire Phototrophe
Nécessaire Auxotrophes

4.3.1.L’absorption des nutriments

Les micro-organismes utilisent des mécanismes au niveau de leur membrane cytoplasmique

pour assimiler les nutriments. Les plus fréquents sont: la diffusion facilitée, le transport actif

(uniport, antiport, symport), les transporteurs ABC et la translocation de groupe (voir le

cours de la membrane cytoplasmique).

4.4. Parameétres physicochimiques

la croissance bactérienne est largement influencée par des parametres physicochimiques de

I’environnement tels que la température, le pH, la concentration en nutriments... Ces

paramétres peuvent inhiber ou favoriser la nutrition des bactéries. Chaque bactérie posséde

des valeurs optimales pour chaque facteur et par conséquent, selon les valeurs optimales, on

définit différentes catégories de bactéries.

4.4.1. Température : joue un rble essentiel dans la croissance bactérienne (stimule les

réactions enzymatiques). (figure 27) Selon la température optimale de développement, les

bactéries sont réparties en 5 groupes physiologiques :

% Les psychrotrophes : peuvent se cultiver a 0°C. Température optimale de multiplication
entre 20 & 25 °C.

«» Les psychrophiles : température maximale 20°C. Température optimale de croissance
inférieure a 15 °C.

+» Les mésophiles : croissance entre 25 et 40 °C. Optimum a 37°C. La majorité des
bactéries pathogénes.

+» Les thermophiles : température optimale entre 50 et 60 °C.

+» Les hyperthermophiles ont une température optimale de croissance entre 70 °C et
110°C.
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Vitesse de croissance
T
i

Temoérature

Figure 27:les échelles de la température pour la croissance bactérienne

4.4.2.1LepH

La nutrition bactérienne est directement influencée par le pH du milieu dans lequel elle se

trouve (figure28). Selon le pH optimal de croissance, on distingue:

+» les bactéries acidophiles vivant dans des pH tres acides (ex :certaines cyanobactéries,
peuvent coloniser des milieux hyperacides caractérisé par des pH proches de 0 comme
les lacs acides des volcans), (1-4).

+» les bactéries neutrophiles retrouvées dans des pH plus ou moins neutres (ex: Les
bactéries de la flore intestinale de I'homme sont généralement des neutrophiles),(5,5—
8,5).

+» les bactéries alcalophiles (basophiles) pouvant croitre dans des pH tres alcalins (ex :
Bacillus alcalophilus)(8,5a11,5)

12 100

NEUTROPHILE
ACIDPPHILE ALCALOPHILE

pH optimum

l

%% 5 & 7 8 9 10 pH

pH
Figure 28:pourcentage de croissance des bactéries selon le PH

4.4.3.I'oxygéne: I'exigence des bactéries vis -a vis de I'oxygéne moléculaire (02) permet de

distinguer plusieurs groupes (figure 29).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Cyanobact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lac_acide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Volcan
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« les bactéries aérobies strictes qui nécéssitent de I'o, pour leur développemnt

+« les bactéries anaérobies strices qui ne peuvent se cutiver qu'en absence d'o,

+« les bactéries aéro-anaérobies ou anaérobies facultatives capables de croitre avec ou
sans l'oxygéne

+« les bactéries microaérophiles qui ne nécéssitent qu'une faible quantité d'ox( environ
10%).

« les bactéries anaérobies tolérentes bien qu'elles supportent l'o,, elles préférents

I'anaérobiose

Besoin Préfere Ignore L’oxygene Requiert 2 - 10%
d’oxygéne I'oxygéne 'oxygéne est toxique d’oxygéne

&
Aérobie Anaérobie Anaérobie Anaérobie Microaérophile
obligatoire facultatif aérotolérant strict

Figure 29:L'oxygéne et la croissance bactérienne

4.4.4.Pression

Les bactéries barophiles (du grec baros, poids, pesanteur), ont une La croissance optimale
dans une atmosphere dont la pression est supérieure a la pression atmosphérigue. Ce sont les
bactéries des eaux profondes des mers et des océans.

4.4.4.1.Lapressionosmotique

la pression osmotique d'un milieu traduit la concentration totale des ions et molécules en
solution dans ce milieu.

L'activité de I'eau (Aw : "Activity of water") est inversement proportionnelle a la pression
osmotique d'un milieu. Ainsi, elle est affectée par la concentration plus ou moins importante

de sels ou de sucres dissous dans I'eau. Les bactéries peuvent se développer dans des milieux

g
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ayant une Aw comprise entre 1 et 0,7. L'Aw de I'eau pure est de 1; celle du sang humain est

de 0,99; I'eau de mer = 0,98; celle des sols est située entre 0,9 et 1,0.

Laplupartdes bactériessontinsensiblesalapressionosmotique(protégéeparlaparoirigide).

Seuleslesbactériesmarinesadaptéesauneconcentrationde35g/ldeNaClsontsensibleauxvariation

sdeceparameétre.

*Seloncettesensibilitéondistingue:

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

-leshalophiles:0,2<NaCl<5,2M(Ps.Marina,Halobacteriumsalinarium)

-Les halotolérants: NaCl élevée(Staphyloccus)

« Les bactéries halophiles : nécessitent du sel (NaCl) pour leur croissance. NaCl
supérieure a 0,2 M pour les moins halophiles (Ex : Cobetia marina), et supérieur a 5,2 M
pour les plus halophiles (Ex : Halobacterium salinarum).

« Les bactéries halotolérantes : acceptent des concentrations modérées de sels mais non
obligatoires pour leur croissance (Ex : Staphylococcus aureus, Listeria, Lactobacillus).
Ils tolérent 7.5 a 15% de NacCl.

Par rapport a la concentration en sucres dans le milieu, on trouve :

« Les bactéries osmophiles nécessitent des sucres pour leur croissance. Les
osmotolérantes acceptent des concentrations modérées mais non obligatoires pour leur
croissance.

« Les bactéries xérophiles peuvent se multiplier en 1’absence d’eau dans leur

environnement.
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Chapitre5: Croissance bactérienne

Introduction

Dans une cellule bactérienne, la croissance consiste en une augmentation coordonnée de la
masse des parties constituantes. Ce n'est pas un simple accroissement de la masse totale
puisque celui-ci pourrait étre di, par exemple, a I'accumulation d'un produit de réserve a
l'intérieur de la cellule. Habituellement, la croissance conduit a la division de la cellule en
deux cellules semblables ou identiques.

Chez les organismes pluricellulaires, la croissance se manifeste par I'augmentation de taille
ou de masse. Chez les microorganismes unicellulaires, elle se manifeste par I'augmentation
du nombre (multiplication suite a des divisions binaires). (figure30), Lorsqu'une cellule
bactérienne est placée dans un milieu de culture convenable, elle va assurer ses biosynthéses,
augmente de taille puis se divise, par fission binaire , en deux cellules filles séparées par un

septum de division formé par la paroi cellulaire.

: _} Parol
D Membrane cellidare
O Crromosome 1
O Chroemosome 2
* Ribosomes

(@) Une jeune celiule en début de cycle

{b) Une celiule parentale prépare |a division
on agrandissant sa paros, sa membrane
celluizire et s0n volume total
La replication de I'ADN débute ensute

(¢) L& septum commance i progrosser
vers MNintérieur alors que

les chromasomes so deplacent % i - : \
vers s pdles opposds e a celiule S * % - e G ./
Les autres composants cytoplasmiques - o o 2°® o -

sont distnbués dans las daux futures calyles

(d) Lo septum ast compidtament formé
jusquau centre de |a caliule en créant
doux chambres colulares sénarsas

(o) A ce stade, les doux collules filles sont
divisdes, Chez cantamas aspaces, elles
se séparent compliterment comme ol
alors que chaz d'autres, alles restont
altachées et forment des chaines,

des paires ou d'autres arangomeants

Figure 30: la scissiparité
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5.1. Mesure de la croissance
Plusieurs techniques sont utilisées pour analyser, suivre et mesurer la croissance. Chacune a

des avantages et des inconvénients. On distingue les méthodes directes et les méthodes
indirectes. Certaines distinguent les cellules vivantes des cellules mortes et d’autres, en sont
incapables.

5.1.1.Mesures directes du nombre de cellules

5.1.1.1. Méthodes de numération (dénombrement)

% Numération totale directe

Cette technique permet le dénombrement de la totalité des bactéries. Elle se fait au
microscope en utilisant des compartiments volumétriques (ex.: cellule de Thomas). Le
dénombrement au microscope est une technique de comptage direct des bactéries. Elle est
plus adaptée pour les microorganismes de grandes tailles (plusieurs um). Le comptage se fait
sous observation microscopique en utilisant des lames spécifiques ayant des quadrillages et
des puits microscopiques permettant de dénombrer le nombre de cellules se trouvant dans
une surface et un volume donné, puis déduire la concentration cellulaire. Les cellules
utilisées pour ce type de dénombrement sont les cellules de Malassez, de Thoma, de Petroff-
Hausser de Breed ...etc (Figure 31). Enfin, cette technique est directe et rapide mais peu

sensible. En effet, elle ne distingue pas entre les cellules mortes et cellesvivantes.

................

......

rrt14]

.............

Thoma Malassez

Chambre de comptage de Petroff-Hausser

Figure 31: différents types de cellules utilisées pour dénombrement bactérien
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Récemment, la numération a été automatisée; elle se fait par des compteurs automatiques de
particules. L'inconvénient majeur de cette méthode est qu'elle ne distingue pas entre les
bactéries viables et mortes. Elle n'est donc fiable que dans les conditions ou la plupart des
bactéries sont vivantes. Le compteur de particule est un appareil qui réalise automatiquement
le dénombrement des cellules en suspension dans une solution électrolytique. Le principe
repose sur un déplacement de volume de solution conductrice dans un microorifice (tube
cylindrique) se trouvant entre deux électrodes reliées a un générateur électrique.
L'inconvénient de cette méthode est qu'elle compte toutes les particules (cellules) ayant
relativement la méme taille y compris celle mortes.

« Dénombrement des bactéries apres culture

Le dénombrement aprés culture est une méthode classique appliquée en routine dans les
laboratoires de microbiologie. Elle présente I'avantage de dénombrer uniquement les cellules
vivantes qui peuvent former des colonies visibles a l'oeil nu Cette méthode permet
I'appréciation des bactéries viables et cultivables. Apres avoir effectué une série de dilutions
(figure32), une aliquote (0,1 ml en général) des dilutions convenables est étalée a la surface
d'un milieu gélosé approprié. Aprés incubation, chaque cellule se multiplie pour donner une
colonie visible a I'oeil nu. En tenant compte du facteur de dilution, nous pouvons déduire la
concentration bactérienne initiale. Parfois, il arrive que plus d'une bactérie donne une seule
colonie; il est donc plus prudent de donner la concentration bactérienne en unités formant
colonies (UFC) par millilitre. Le nombre total de bactéries est calculé par le nombre dUFC
multiplié par le volume ensemence et I'ensemble est divisé par la dilution dans laquelle le
nombre d'UFC est calculé. Cependant, la rigueur oblige d'ensemencer deux boites par
dilution et le nombre est calculé selon la formule de la moyenne pondérée.

Notez qu'il existe une autre technigue statistique semi-quantitative dite du "nombre le plus
probable” (Most Probable Number : MPN).
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I mL I mL 1 mL

Dilutions déeimales

I ml. I ml. 1 ml. | ml.

— — e — Ensemencement

|fr— | — ([r— [— Incubation

. . . . I

Figure 32: Dénombrement des bactéries par la technique des dilutions

I'échantillon est dilué de 10 en 10 et | MI de chacune des dilutions est étalé a la surface d'un
milieu gélosé ou incorporé au milieu avant sa solidification. Apres incubation, on procéde au

dénombrement en choisissant: la boite qui contient entre 20 et 300colonies.

*

< Apres dilution
le calcul d'UFC aprés dénombrement sur milieu solide sans répétition : UFC = N étoile/V

Unité: (UFC/ ml)ou (germes/ml) ou (bactérie/ml).
N:Nombre de colonies

V:volume de dilution

F:facteur de dilution

«» pour le dénombrement du milieu solide avec répétitions N

YC 1
— x —
Vx(n +01n,) d

N
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N=nombres de colonies

2.C :Somme totale de colonies comptées sur les boites retenues
VV=Volume de dilution

1/d=F=Plus fort facteur de dilution comptable

N1:Nombre de boites a la plus faible dilution comptable

N2: Nombre de boites a la plus faible dilution comptable

+«» Nombre le plus probable (N.P.P)

dénombrement en milieu liquide La méthode du NPP (Nombre le Plus Probable) utilise une
méthode statistique pour connaitre le nombre (le plus probable) de bactéries présentes dans 1
mL de dilution. Cette technique utilise plusieurs tubes par dilution (2, 3, 4 ou 5) et on
compare les résultats a une table statistique = la table de Mac Grady qui donne le NPP sur la
dilution considérée.

5.1.1.2.Mesure par filtration sur membrane

Elle repose sur le passage de liquide & travers une membrane filtrante qui empéche le
passage des cellules dont la dimension est supérieure a celle du filtre. Cette technique a pour
but de concentrer les micro-organismes présents dans un grand volume de liquide. Cette

technique est souvent utilisée pour les analyses bactériologiques des eaux. (figure33).

Echantilion d'eau
Membrane filtre au trave
S fitrante sur de la memb
) N suppon (0.45 um

- -

Figure 33:le procédé de filtration sur membrane

5.1.1.3.La technique d'épifluorescencepermet en théorie de distinguer les cellules vivantes
des cellules mortes. Elle utilise I'acridine orange ou d'autres fluorochromes qui se fixent sur
I'ADN. Examinée en lumiére ultraviolette, la fixation de l'acridine orange sur un ADN
bicaténaire donne une fluorescence verte alors que sa fixation sur un ADN monocaténaire
donne une fluorescence rouge. Au microscope & lumiére ultraviolette, les bactéries au repos

appa