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Avertissement

Cet puvrage, parfaitement adapté au programme des BTS
Biotechnologie, Bioanalyses et Contriles, Analyses Biologi-
ques, Métiers de 'eau, Qualité dans les industries alimen-
taires et les bio-industries des DUT de ologie appliguée,
ainsi qu'd cenx des classes préparatoires aux grandes écoles
(type TB), s adresse toul d"abord aux édiants de ces sec-
oS,

Les éléves des classes terminales de baccalauréat techno-
logique série STL (Sciences et Technigues de Laboratoire)
spécialité « Biochimie - Génie Biologique » y trouveront
tous les éléments de leur programme avec, i la fin de chaque
chapitre du cours, des questions reprenant les compélences
attendues par le programme leur permettant de tester leurs
CORMEISEANCes.

Le cours sert de base & la résolution des exercices et des
problémes répertorids, avec leurs corrigéds i la fin de chaque
chapitre, dont la plupart sont accessibles aux bacheliers.

Les parties en caractéres de taille normale correspondent
aux connaissances fondamentales, indispensables pour la
réussibe aux cxamens.

Les compléments en caractéres plus petits sont des appro-
fondissements et des compléments aux programmes des BTS,
des DUT, des classes préparatoires aux grandes écoles (types
TB). des DEUG et des licences du secteur hiologie.

A la fin de chaque chapitre du cours, des questions corres-
pondent aux compéiences attendues par les programmes, des
exercices ef des problémes avec leurs comigés permetient de
conforter les connaissances sur lesquelles les candidats sont
susceplibles d'éire interrogés,

Cette nouvelle édition est a la foas be frot d une réactuali-
sation des connaissances de microbiologie, d une adaptation
i 1a rénovation des programmes des diverses sections ayant
un enseignement de microbiologie, d'une fusion du cours
avec les exercices et problémes et, enfin, une adaptation & la
didactique de la microbiologie au vu de I"'expénence pédago-
gigue aprés plus de 30 ans d'enseignement.
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Groupe Liaisons SA
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© 2004 Doin Editeurs
ISBN 2-T040-1170-2
ISSN 16207954

Dians un volume raisonnable, |'essentie] de la microbiolo-
gie, avec une volonté marquée de ne pas oublier | épistémo-
logie, est présenté. L  utilisation de cet ouvrage peut se faire en
autonomie et, & cet égard, les paragraphes « Savez-vous votre
cours 7 » ainsi que les exercices permettront & I'émdiant de
LESIET SE5 CONNMISSANCES,

Cependant, I"utilisation en classe sous la direction du pro-
fesseur me parait 1a plus judicieuse, car la volomté de limiter
le volume du livre conduit forcément & des réductions qui
peuvent entrainer, chez cenains, des difficuliés d"assimila-
tion.

Une mention particuliére pour deux chapitres me parait
indispensahle :

= le métabolisme microbien est wrop souvent négligé alors
qu'il est extrémement important pour le micro-organisme, [1
faut arréter de considérer la microbiclogie comme antinomi-
que de la biochimie - les deux disciplines sont complémen-
taires, pour ne pas dire symbiotigues — et voir tous les bénié-
fices que I"on peut tirer d"une bonne connaissance des micro-
organismes surtout dans les applications industrielles ou
agroalimentaires ;

- les risques biologigues sont de plus en plus présents dans
la réglementation el dans notre quotidien, une application
consciente et volontaire devient indispensable. 11 faut com-
prendre les injonctions de sécurité pour les appliquer avec
efficacing (les problémes Lids aux infections nosocomiales
somnt uni i lustration de cette ignorance du monde microbien).

Enfin un bon microbiologisie sera celui qui, i 1instar do
bon berger, connait bien ses « microbes =, les apprécie, car il
aura compris toute la diversité et la complexité de ces étres
qui, méme s"ils ne sont que de petites sphiéres ou des béiton-
nets invisibles i 1"l nu, dégagent une fantastique richesse,
pas seulement biochimique, Cela en fait des Etres aussi sym-
pathiques que les moutons du berger malgré les quelques
loups qui 52 cachent dans la, .. biosphére,

A. Meyer
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Chﬂpi’rre l

Les microbes parmi nous

Depuis la plus haute Antiguité, les micro-orga-
nismes ont ¢ utilisés empiriquement pour pro-
duire et conserver les aliments : la découverte du
vin, par Noé selon la Bible ou par Dionysos selon
les Grees, témoigne d'une tradition remontant
vraisemblablement i la préhistoire. De méme, la
fabrication des laits fermentés et des fromages a

éte pratiquée depuis des millénaires dans les dif-
férentes régions du globe. 1l s agissait dans tous
les cas de procédés permettant la conservation
d’aliments hautement putrescibles comme le lait
ou de productions saisonmiéres comme les jus de
frunts.

1. Histoire de la microbiologie

1.1. Origines

La découverte des micro-organismes nécessitait
la fabrication d'un « outil ». C'est le Hollandais
Antony Van Leeuwenhoek ( 1632-1723) qui con-
¢ut le microscope le plus simple, c’est-i-dire la
loupe. 11 s’ agissait d'une lentille biconvexe main-
tenue entre deux plagques de métal, avec un assem-
blage ingénicux permettant de déplacer "objet et
de faire une mise aw point. Les lentilles les plus for-
tes avaient un grandissement d'environ 270. Obser-
vateur gémal, Van Leeuwenhoek révéla au monde
scientifique la prodigieuse diversité des micro-
organismes el 'incroyable richesse des milicux
naturels, comme |'eau, en protozoaires, algues,
levures, bactéries. Dans des échantillons d’eau de
riviére, des décoctions de foin ou encore dans de la
salive, Van Lecuwenhoek décrivit le grouillement
d’une infime vanété d’animalcules mobiles ou

immobiles, en forme de sphere, de bitonnet, de
spirille, etc. Il put faire des comparaisons précises
entre ces micro-organismes et des hématies ou des
grains de sable. Ses magnifiques descriptions sont
d'une précision telle qu'aujourd'hu encore, elles
forcent I'admiration et permettent Iidentification,
Cependant, la physiologie de ces organismes ne ful
m élucidée ni comprise. Ce n'est qu'en 1836 que
fut vérmablement interprétée la nature biologique
des fermentations.

1.2. Epoque pastorienne

1.2.1. Fermentations

L'essor de la microbiologie aw cours de la
seconde moitié du X1x* sigcle a été déclenché puis
dominé par le génie de Louis Pastear ( | §22-1895).
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Formé & la physique et 4 la chimie, Pasteur, dés
I'dge de 24 ans, découvre |'asymétrie molécu-
laire de | acide tartrique, pressentant qu’elle cons-
titue I'une des propriétés caractéristiques et fon-
damentales de la matigre vivante. En 1854, alors
qu'il est doyen de la faculté des sciences de Lille,
il entreprend 1" étude de la fermentation lactigue.
Il présente en 1857 son fameux mémoire oil il
décrit le ferment lactique comme un organisme
vivant, globuleux, beaucoup plus petit que la
levure.

Pendant 20 ans, il poursuit inlassablement ses
travaux sur d"autres fermentations {alcoolique en
1858, butyrigue en [B61, acétique...) et sur les
maladies qui les affectent. Ces maladies sont dues
a des contaminants que I'on peut détruire par
chauffage & 56°C, procédé universellement
connu sous e nom de pastevrisation.

1.2.2. Génération spontanée

Cestd cette époque que Pasteur réfute les théses
en cours sur la génération spontanée (selon
laquelle les « animalcules » provenaient de la

transformation de la matiére organique) en mon-
trant la présence de germes dans |"atmosphére,

leur destruction par la chaleur (stérilisation) et leur
rétention dans ses fameux ballons a col-de-cygne.
Les organismes et les micro-organismes ne peu-
venl donc apparaitre spontanément, comme on le
croyait 41" époque, mais ils existent autour de nous
dans I"air, I'eaw, laterre ; leur activité peut se révé-
ler utile (fermentation) ou nmsible (maladies).

1.2.3. Bactériologie médicale

Louis Pasteur et Robert Koch (1843-1910) sont
les véritables fondateurs de la bactériologie
meédicale oi la théorie des germes trouve une nou-
velle forme en méme temps gu'une nouvelle
vigueur.

Koch puis Pasteur démontrent de maniére irré-
futable que la bactéridie observée par Rayer et
Davaine dans le sang des animaux charbonneux
est |"agent responsable (B. anthracis) du charbon
épidémique. Dans un célébre mémoire, Koch
énonce les fameuses régles connues sous le nom

de postulats de Koch. Pour démontrer qu’'un

.

micro-organisme est responsable d'une maladie,
il faut :

— gu’il soit retrouvé dans tous les cas de mala-
dies semblables ;

= qu'il soit 150l€ en cultures pures ;

— qu'il reproduise la maladie expérimentale-
ment ;

— qu'll soit & nouveau 1sol€ & partir d"animaux
infectés expérimentalement.

C'est & Koch et ses collaborateurs (comme
Erlich, Gaffky, Nocard, etc.) que I"on doit aussi
d’avoir mis au point et porté d'emblée & un état de
perfection incomparable toutes les techniques
d'isolement et d'identification des bacténes
frab, L1

A la méme époque, le chirurgien anglais Joseph
Lister (1827-1912), & partir des travaox de
Pasteur, met au point la technique d’asepsie chi-
rurgicale.

1.2.4. Vaccinations

Poussé par un souct humanitaire, Pasteur se pré-
occupe de protéger I'homme contre les maladies
infectieuses. L'émde du choléra des poules lui
donne I'occasion de cultiver "agent responsable
et de latténuer ; les poules inoculées avec ce
« virus » atténué résistent 4 I'injection d’une cul-
ture virulente. La vaccination est née. Cette théo-
rie des vaccinations devait trouver une année plus
tard une éclatante confirmation avec le charbon.
Pasteur et ses collaborateurs, Chamberland, Roux
et Thuillier, mettent au point un procédé d’atté-
nuation du bacille, qui devient alors vaccinant. Au
cours de I'expérience de Pouilly le Fort, un trou-
peau composé de 24 moutons, 6 vaches et
| chévre est inoculé avec une souche vaccinale,
12 jours plus tard avec une culture moins atténuée
puis, aprés un délai de 15 jours, avec une souche
hautement virulente. Le résultat est spectaculaire
puisque tous les animaux vaccings sont en parfaite
santé tandis que les témoins sont pour la plupart
morts.

La prévention de la rage est la derniére grande
ccuvre de Pasteur. En dépit de 1I'impossibilité
d isoler "agent responsable (virus) et malgre la
complexité de la maladie, Pasteur peut mettre au
point des préparations de moelle de lapin



Tableau |1 - Principales étapes et découvertes de la microbiclogie.

— Premier microscope

= La fermentation alcoolique dans le traité élémentaire
de chimie

— Unlisation de la vaccine pour se protéger de la variole

- Mise au point d"une technique utilisant la chaleur
(« appertisation =) permettant la conservation des ali-
ments

- Etude qualitative et quantitative de la fermentation
alcooligue (complétant les éudes de Lavoisier)

~ Nature biologique des fermentations

— L'asymétrie moléculaire (acide tartrique)

- Apent de la maladie du charbon épidémique et réle des
micro-organismes dans la genése des maladies

~ Fermentation lactique

— Etude de la fermentation alcoolique

= Mise en évidence des permes dans I'atmosphire

- La fermentation butyrigue - I'anaérobiose

— Etudes sur le vinaigre

- Antisepsie chirurgicale, asepsie

— Ewude sur le vin

= Acides nucléiques

— Techniques de fixation et de coloration des bactéries

— Ftude sur la bidre

- Sténlisation par la chaleur humide sous pression (auto-
clave)

- Spores, application aux méthodes de stérilisation

— Tyndallisation

= Choléra des poules, immunisation par des cultures ané-
nuées

- Vaccination anti-charbonneuse — expérience publique
de Pouilly-le-Fort

— Méthodes d'isolement sur milieu solide

— Etudes sur le rouget du pore

— Mycobacterium tuberculosis

— Emploi de "agar

— Vibrio cholerae

- Vaccination contre la rage

= Méthode de coloration différentielle des bactéries

— Corvnebacterium diphteriae

= Safmonelila rvphi

— Staphylocoques et Streptocoques

- Application du traitement antirabigue 4 1"homme

— E. coli

- Boite dite de Pétri

Van Lesuwenhoek

Lavoisier
Jenner

Nicolas Appert

Gay-Lussac

Cagniard-Latour (France)
Schwann et Kutzing (Allemagne)
Pasteur

Raver et Davaine
Pasteur

Pasteur
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Pasteur
Mischer
Koch
Pasteur
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Tyndall
Pasteur

Pasteur
Koch
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Koch
Mme Hesse
koch
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Gram
Loeffler
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Rosenbach
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Escherich
Petri
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1859
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1865
1866
| 868
1875
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1881
1881
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1883
1884
1884
1584
1884
1884
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1885
1BBT




Tableau |.1 - Principales étapes et découvertes de la microbiologie (suite).

— Neisseria meningitidis

— Bactéries fixatrices de I'azote el symbiotiques des
lEgumineuses

— Clostrichinm tetani

nitrification
— Clostridism perfringens
- Yersinia pesiis
— Bactéries réductrices des sulfates
~ Rile des enzymes dans le pouvoir fermentaire
— Clostridiven Botwlinem
— Existence des virus
- Shigella dvsenteriae
- Vaccin antitétanique
- Les bactériophages
— Vaccin contre la tuberculose BOG
- Transformation des pneumocoques
- Les anatoxines
- Cristallisation du virus de la mosaique du tabac

et sa production industrielle
- L"ADN est le support des caractéres génétigues
— Recombinaisons génétigues
- Transduction

— Théore du code génétigue
= Publication des travaux sur « |'opéron lactose »
— Structure en double hélice de ' ADN (Prix Nobel)

Institut Pasteur prix Nobel
— Théorie des génes

= Expression d un géne dans une bactérie

— Vacom contre ["hépatite B

- Séquengage du génome du virus du S1DA
— Béquencage du chromosome 1 de la levure

— Bactéries nitrifiantes du sol, nature biologique de la

— Pénicilline : la reconnaissance de son rdle antibiotique

~ Schéma général de la conformation spatiale de I'ADN

~ Travaux de 1"Ecole frangaise de biologie moléculaire ;

— Mise au point des technigues de manipulation génétique

Weichselbaum 1887
Beijerlnck | BBE
K itasato | R
Winogradsky 1 590
Welch et Muttall | 892
Yersin et Kitasato 1 594
Beijerinck 1895
Buchner | BT
Yan Ermengen 1897
Beijerlnck [EE
Shiga 1898
1914
Twort 1915
Calmette &1 Guénn 1920
Gniffith 1928
Famon [ G300
Stanley 1935
Florey, Chain, Heatley 1940-45
Avery, Mac Leod, Mac Carty [
Lederberg et Tawm 1946
Zinder et Lederberg 1952
Watson et Crick 1953
Cramow et par Watson el Crick 1954
Frangois Jacob et Jacques Monod | 1961
Crick et Watson 1962
Jucoh, Monod et Lwoff 1965
Carlson 19966
Cohen, Chang, Boyer, Helling 1973
1974
1980
1954
19491

atténuées : ¢'est le virus fixé. Du 7 au 16 juillet
1885, un enfant alsacien de 9 ans, Joseph
Meister, mordu par un chien enragé, recoit les
suspensions vaccinales qui le sauvent de la mala-
die. L' enthousiasme gqui accuetlle cet événement
est immense.

Les travaux de cette époque sont anssi a 'on-
gine de 'immunologie, science nouvelle oi
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Metchnikoff (1845-1916) établit les bases de
I'immunité cellulaire en découvrant la phagocy-
tose. Behring et Kitasato, i la méme épogue, mon-
trent que I'organisme dispose d’autres moyens de
défense : c’est 'immunité humorale. Le terme
« virus » utilisé par Pasteur désignait tout agent
pathogéne quel gu'il soit. En 1892, Iwanowski
établit que la mosaique du tabac est due & un agent



« filtrant » donc différent des bacténies retenues
par les filtres. La virologie est née,

La parasitologie se développe en parallele
avee, par exemple. Laveran qui démontre que la
transmission du protozoaire de la malaria est doe &
une mouche,

1.3. Periode moderne

Les micro-organismes se reproduisent rapide-
ment et sont faciles 4 cultiver. [ls donnent nais-
sance 4 des populations énormes & la suite d'un
grand nombre de générations successives. Dans
ces conditions, 11s constituent un outil particulie-
rement favorable en génétigue, la science qui a
pour objet I éude des caractéres héréditaires et de
leurs varnations., Une étape essentielle margque
I"année 1944, Avery, McLeod et MeCarty mon-
trent que, dans le phénomene de transformation
découvent par Griffith 16 ans auparavant, ¢ esl
I"ADN qui est responsable en étant le support des
caractéres héréditaires de la cellule. On apportait,
pour la premiére fois, la demonstration éclatante
du rile de " ADN dans Uhérédité. Les découvertes
s¢ succedent :

~ les  recombinaisons
Lederberg et Tatum en 1946 ;

— la transduction par Zinder et Lederberg en
1952 ;

~ le modéle de structure de I"ADN par
Watson et Crick en 1953, et la découvente de la
structure en double hélice en 1962 ;

— lasignification du codon TTT par Nirenberg
en 1961 et 'ensemble du code génétique en
1966 ;

- la dynamique de la traduction (avec les
divers types d" ARN) et la régulation des génes par
Jacob et Monod dans les années 1960,

La biologie moléculaire est née de la conver-
gence de la généuque et de la biochimie. Elle
s mntéresse a la structure des macromolécules, en
particulier celle des acides nucléigues et des pro-
tines, el a leurs relations (écondes, la synthése
des protéines étant gouvernée par des génes. La
microbiologie fournit & la bologie moléculaire
I"essentiel de son matériel d'érude. Grice aux bac-
iéries, il a éié¢ possible de connaitre le mécanisme

génétiques  par

de la syntheése protéique, de décrypier le code
sénétigue et d"analyser les mécanismes de régu-
lation cellulaire qui harmonisent le potentiel
geénétique aux besoins de I'organisme,

La période actuelle est marguée par 1'essor do
génie pénétique et des biotechnologies. Le pénie
génehgue représente sans nul doute "une des act-
vités les plus onginales et les plus révolutionnai-
res du XX siecle, Il consiste & mettre en @uvre,
m vitro, des recombinmsons génétigues, viénla-
bles greffes entre deux molécules d" ADN. La cel-
lule bactérienne qui regonl ainsi une information
nouvelle (d'une autre bacténe ou d'une cellule
animale) devient capable de produire la substance
dont on lul a conlié le programme (la premiére
expression d'un géne cloné dans une bactérie date
de 1974). Ces techmques suscitent d'immenses
espoirs dans la production bactérienne d”hormo-
nes (clonage de imterféron alpha en 1980), de
facteurs de coagulation, d’enzymes. L agriculture
serd, dans les prochaines décennies, considérable-
ment transformée par la création de plantes ayant
des propniétés nouvelles. 11 est envisagé, par
exemple, de transformer certains végétaux (légu-
mineuses) en leur permettant de Dixer Nazote
atmosphérique sans 'intermédiaire des symbio-
ses bactériennes.

Des craintes quant i la possible dissémination
d organismes recombinés porteurs de génes hau-
tement dangereux pour I'humanité et ' environne-
ment furent exprimées a la conférence d” Asilomar
(USA) en 1975 et donnérent lieuw a discussion.
Dievant le danger potentiel, des regles de sécunité
tres strictes furent édiciées ; elles ont éié depuis
considérablement allégées.

Ces « percées » biologigues sont fécondes pour
de nombreuses apphcations, que ce soit sur le ver-
sant industriel ou sur ceux de la santé publique, de
la pharmacologie, de "agronomie. Les biotechno-
logres font référence aux applications variées gui
résultent de |"utilisation de ces capacités biologi-
ques nouvelles. Tels sont les « bioréacteurs »
enzymatigues qui assurent le fonctionnement des
enzymes en phase « immobilisée », les fermenta-
uons industrelles, la lutte biologique, la produc-
tion de biomasse, de biocombustibles, etc,

L application & I"homme posera d’autres pro-
blémes que la bioéthigue devra maitriser,



2. Le monde microbien

2.1. Classification
contemporaine

Avant la découverte des micro-organismes (plu-
sieurs centaines de milliers d’espeéces connues
actuellement), tous les étres vivants étaient classés
a I'intérieur du régne animal ou du régne végétal,
Les orgamsmes animaux trent leor énergie de
"oxydation de matériaux organigues, accumulent
des substances de réserve sous forme de grasses
ou de glycogéne, sont amimés de mouvemenis
actifs ; ils sont avssi dépourvus de parois cellulai-
res. Les végdtaux, au contraire, sont photosyntheé-
tigues, utilisant la  lumigére comme source
d'énergie ; ils synthétisent de I"amidon comme
réserve nutritive, sont dépourvus de mouvements
et possédent une paroi cellulaire.

La découverte de nouvelles formes vivantes
microscopiques rendait de plus en plus difficile
leur classement dans le régne ammal ou végétal.
Parmi elles, les algues et les champignons pou-
vaient étre rapprochés des plantes ; les protozoai-
res mobiles et non photosynthétiques étaient plu-
1ot considérés comme des animaux : la place des
hactéries restait a fixer.

En 1886, le zoologiste allemand Haecke pro-
posa une solubon logique en demandant la créa-
tion, pour ces formes microscopiques, d'un troi-
siéme régne, celui des protistes, qui rassemble les
algues, les protozoaires, les champignons et les
bactéries. On donne indistinctement le nom de
protiste ou de microbe (de micro @ petit et bios -
vie) aux organismes unicellulaires ou multicellu-
laires qui sont dénués de différenciation cellulaire,
¢'est-a-dire dont les cellules végétatives sont tou-
tes équivalentes et ne présentent aucune spéciali-
sation fonctionnelle, La cellule bactérienne, par
exemple, est un organisme complet, indépendant,
doué d'un pouvoir autonome de reproduction.

La classification biologique contemporaine
pourrait alors ére résumeée comme suit

— I, plantes {(vasculaires et bryophytes) ;

— I, animaux ou métazoaires ;

— III, protistes (supérieurs et inférieurs) .
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— IV, virus (organismes non cellulaires).

Les virus sont totalement différents des protis-
tes. Ils doivent étre considérés « a part », Comme
le précise Lwoff, « les virus sont les Yirus ». Une
particule virale possede des propriétés entiére-
ment distinetes de celles de la bacténe et, a for-
tiori, beaucoup plus éloignées encore de celles des
cellules ammales ou végeétales.

Les protisies sont traditionnellement divisés en
deux grandes classes :

= [, protisies supérieurs ou eucaryotes ;

- algues {excepté les algues bleu-vert),
- protezoaires,
- champignons |

= 1, protistes inférieurs ou procaryotes ;

- algues bleu-vert ou cyanophycées ou schi-
zophycées,
- bactéries ou schizomycétes.

Trés récemment, des organismes qui n'appar-
tiennent a aucune de ces catégories fondamentales
ont €t découverts. s ressemblent exténeurement
aux bactéries mais, phvlogénétiguement, ils ne
sont ni procaryotes, ni eucaryotes. Ces bactéries
ont é1é appelées archéobactéries parce que 'on
pense qu'elles sont trés anciennes. Elles sont, de
fait, particulierement adapiées aux conditions
extrémes qui ont dii exaster an début de la vie ter-
restre. Elles formeraient alors une troisieme classe
de protistes.

La microbiologie est la science qui a pour ohjet
I"étude des protistes ou des microbes, ¢est-i-dire
qu'elle englobe théoriguement non seulement la
bactériologie mais aussi la parasitologie, la
mycologie, etc. En fait, mats a tort, elle est le plus
souvent restreinte 4 la bactériologie,

2.2. Cellule eucaryote
et cellule procaryote

Les divers groupes d’organismes vivants doi-
vent tre étudiés par rapport & leur unité de struc-
ture, la cellule. En 1937 le protozoologisie
Edouard  Chation proposa  les  termes



« eucaryote » et « procarvote », mais la vraie
nature de ces deux types cellulaire ne fut claire-
ment précisée que vers 1955 avec les progrés de la
microscopie électronique. On distingue, en effet,
la cellule eucaryole, caractéristique des plantes,
des animaux, des protistes supérieurs, et la cellule
procaryole, caractéristique des protistes infé-
rieurs, en particulier des bactéries (/1o [ or 120
La cellule eucaryote comprend un « vral » noyau
entouré d'une enveloppe nucléaire et contenant
deux jeux semblables de chromosomes (homolo-
gues). Elle est diploide. Son cytoplasme, siege des
activités métaboligques de dégradation et de syn-
thése, est constitué d'un miliew homogéne, le hya-
loplasme, dans lequel baigne un grand nombre
d'organites cellulaires : réticulum endoplasmi-
que, mitochondries, appareil de Golgi, lysosomes,
peroxysomes, etc. [rabn L2

La cellule procaryote ne possede pas un « vrai »
novau mais un appareil nucléaire diffus, non 1solé
par une membrane, avec en général un seul chro-
mosome (foh. L7 Elle est dite haploide. Le
cytoplasme contient des éléments figurés en nom-
bre réduit, les nbosomes, et des inclusions ou
substances de réserve.

Les éudes phylogénétiques fondées sur I"ana-
Ivse des séquences nucléotidiques de 1" ARN ribo-
somal ont confirmé 1"existence d'une troisiéme
forme cellulaire : I'archéobactérie. Proche de la
cellule bactérienne (procaryote) par sa taille, son
appareil nucléaire diffus et son cytoplasme, elle
esl pourtant originale par ses composants de paroi
et de membrane, "absence de thymine dans les
ARN de transfert et la structure des sous-unités de
I"ARN polymérase de dégradation et de

synthese.



Figure |.1 - Coupe d'une cellule eucaryote (« 20 000)

(st Pasteur de Live, Laborefole de microscope dlecironigue, Pr. Vivier).

me . membrang citoplasmique i m; mitochondries ; v: vacucle; | Iysosome; mn: membrane nuckaire ; nu: nuclkéoke
r - ribosomes | N @ noyau ; m : mitochondrie ; ¢ : chromatine ; re : réticulum endoplasmique ; G : appared de Golgl,



Figure |.2 = Coupe d'une cellule procaryote ; une bactérie, Bacillus subtilis (x 70 000)
(tnstifut Pastewr de Lie, Labarataie de micrscome éecironique, Pr, Wivar,
p : paroi ; m ; membrane cytoplasmique ; r; rbosome ; M noyeu,
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Tableau .3 - Principaux caractéres des cellules eucaryotes et procaryotes.

APPAREILNUCLEAIRE
Structure

Composition
Cénophores

Crrgamisalion
Chromosomes

Reproduction

Type
Drivision nucléaing
Reproduction sexuée

Fusion nuclégire

A repos une membrane nucléaire
regle les échanges avec le cytoplasme

ADN azsocié i des histones

Mucléaires, mitochondriales,
chloroplastiques

Plusiewrs chromosomes,
visibles au moment de la division

Formie et nombre variables
caractéristiques de I'espéce

Dhvasaon binaire de la cellule
Mitose (apparei]l mitotigue)

Par fusion de 2 cellules
reproductrices

Formation dun zygote diploide
a l'origine d"échanges génétiques

Pas de membrane nucléaire, le noyau
est diffus dans le cytoplasme

ADN, pas d"histones

Mucléaires, plasmidiques

Chromosome circulaire
enchevémré (aspect fibrillaire)

En général unique

Drviseon binaire de la cellule
amitoligue
Rare en wrés variée

Conjugaison sans fusion cellulaire,
transfent partiel de matériel géné-
tigque d"une cellule donatrice

i une réceptrice
Division nucléaire Possible méiose Absente
réductrice
CYTOPLASME
Structure Complexe par le réticulum Pas de réticulum endoplasmique
endoplasmique
Mouvement Continuellement en éiat de cveclose Pas de couranis cyioplasmiques
Ribosomes Trés nombreux, libres (B0 5} ou sur Trés nombreux, libres (70 8)

Autres organites

les sysiémes membranaires internes

Présents {mitochondries, golgi,
lysosomes, etc.)

Absents

Respiration Par des organites spécialisés Enzvmes localisées au niveau
mitochondries de la membrane cytoplasmique
Photosynthése
présence chez : Algues Cyanobactéries (ex. algues bleu-vert)
el quelgues bactéries photo-
synthétiques
Organites spécialisés Chloroplastes Pas de chloroplastes, présence
de chromatophores ou de systEmes
membranaires
Paro
Présence Inconstanic Constante, quelquefois réduite
Rile principal Protection Protection
Constitution Réseau macromoléculaire. Réseau macromoléculaire muréine,

Pas de mucopepiide
Algues vertes - cellulose
Champignons : chiting

Pas de muréine chez les Archéobac-
téries (composition variable)




AUTO-EVALUATION ET EXERCICES

SAVEZ-VOUS VOTRE COURS ?

* Présenter les différents groupes d organismes cucaryo-
tes et procaryotes, Dégager leurs caractéres distinctifs.

iﬁ’f EXERCICES ET PROBLEMES

1. Compléter les propositions suivantes

| i - LSRR L1632-1723) qui congut
Qi dae L EEA le plus simple.

& Vern 1880 ... .met au point un procédé de con-
perviiion  umversallement  connu o sous le nom
i1 R P e,

A Vers 1900,...... a4 mis au point o techni-
i1 A chirurgicale.

4. La poévention de la......... est la dermiére grande
reuvre e Postenr,

5 Mewchnikofl étnblit les bases de. ..o en
cdeoayrank Ja.

6. Watson o Crick découvrent e

7. La période actuelle est mamude par ["cssor

E.ﬂndnmwmdmtummmemlemmr}e ol
O e s aux organismes unicellulaires ou Tﬂll-ltll:«tu'l.llﬂ:i'
ek qui sont dénés de. L

9. La.......... estlasscience qui s pour objet |'éude
des protistes.

10, La cellule............. comprend un « vrai = noyau
entourd d'une. ..., contenant deux jeux semblables
| Fe B e e

* Indiguer les carnctéres distinctifs entre cellules eucaryo-
tes et cellules procarvotes.

1L Lacellule............. ne possede pas un « vrai » noyau

[ 1F T 1 T dliffus, non isoké du cvioplasme par
(111, < B avec, en général, unsenl.. 0o Elle
BB L e

2. Indigquer si les propositions suivantes
sont vraies ou fausses. Si une proposition est
fausse, le justifier

1. Toos les microbes sont des hactéries.

2.  On trouve des algues parmi les microbes.

3 La mycologie est I'éude des bactéries des contrées
froddes.

4. L'unlisation industrielle des microbes remonte au
XIX© sicle et résulte des travaux de Pasteur.

8. Les archéobactéries sont des hactéres découverles
dains les fouilles archéologiques.

f. Pasteur met au point le vaccin contre la rage sans
auCuUNe connaissance sur les virus.

7. Lesribosomes des bactéries el des levures o' ont pas [
méme siruciune,

8. Les procaryvoles peuvent se pourrir par phagocytose.
9, Les bactéries se divisent par mitose.

10, La mise en ccovre des postulats de Koch impose
I'expérimentation animale.

Compléter par :

1.

1. Van Leciwenhoek | microscope,

2. Pasteur ; pasteurisation.

1. Lister; d'asepsie.

4. Rage.

3, L'immunité cellulaire ; phagocytose

B Structure de ' ADN ; structure én double hélice.

7. Génie géndtique ; biotechnologies,

8. Protisies ; microbes ; différenciation cellulare,

%, Microbiologie.

I Eucarvole ; enveloppe nucléine | chromosomes ; diplode.
11. Procaryole; apparcil mucléaire ; membrane | chromo-

some | hapboide.

il

2. Propositions vraies ou fausses

1. [Faux :on yiroove aussi des algues, des champignons el
des parasites.

2 6. 7. 10, Vi

3. Faux : ¢’est I'étude des champignons.

4, Faux : dés I"Antiquité, les microbes ont été utilisés &
irande échelle (vinification, vinaigre, fromage, eic.) miis
sans viniment conmaitre la nature des phénoménes en jeu,

5.  Foux :cesont des bactéries dont la structure semble trés
ancienne (archaigue) et que I'on trouve par exemple dans les
sources chandes, dans les milicux rés selés ou trds acides.
B Faux Ciln'yajamais de phagocyions (cher les bacténes, par
exemple, Ia paro ngade exteme rend impossible oe processus).
9.  Faux:iln’y a pas de mitose chez ces organismes ; chez
les bactéries, la division de 1" ATYN {ijui n Eﬁl FHF- une Mmilosel,
dure souvent environ 10 minoes, ' 1100 material



Chapitre 2

Morphologie et structure
des micro-organismes

Les perfectionnements considérables apparus dans les
techniques d investigation biologique sont d la base des con-
naissances de "ulirastructure cellulaire, Se limitant dans un
premier temps i Uobservation des cellules, ces echnigques ont

evolwd aucours du XX siécle vers la séparation puis I analyse
des différents fléments constitutifs, 11 n'es1 pas question, ici,
de les analvser dans be déiail. 1 suffira d’en peécaser le role
dans la connaissance de Mulirastruciure,

1. Techniques d’étude

1.1. Observation de la cellule

La mise au pont du premier microscope par
Antony Van Leeuwenhoek (/iz. /1./) au cours du
XVII® siécle marque le point de départ de la micro-
biologie. L'appareil utilisé, constamment amé-
lioré depuis (fig. [1.2), permet avec des grandisse-
ments pouvant aller jusqu'a 2 500 (1 000 étant
I"utilisation courante) d’observer des structures
dont la taille est de I'ordre de 1 wm. Divers procé-
dés peuvent étre utilisés :

_Mise au point

Déplacement
de abjet

A
Lentille |

Pore-ohjst

Figure 1.1 - Microscope.,
A Van Lestiwenhosk

— observation entre lame et lamelle, dite &
I'état frais. de micro-organismes en milieu
liguide. Sa variante, la coloration & 'encre de
Chine, assure la mise en évidence de la capsule.
Le lutage de la préparation empéche sa dessicca-
tion trop rapide ;

— observation de frottis séchés, fixés et coloréds.
Les colorations de Gram et de Ziehl-Nielsen per-
mettent la reconnaissance des bacténes pathogé-
nes ; d autres font apparaitre spécifiquement les
cils, les spores, les corpuscules métachromati-
ques. Les frottis sont examinés i « I"immersion »
en plagant une goutte d"huile spéciale entre la len-
tille de I'objectif et la préparation afin d"obtenir
une image plus nette.

D'autres procédés nécessitant un systéme opli-
que particulier ou additionnel sont quelquefois
nécessaires. L' examen sur fond noir (condenseur
special) est indispensable pour observer les trépo-
némes (syphilis). I."observation en contraste de
phase révéle les détails morphologiques des
micro-organismes vivants non colorés.



Figure 11,2 - Microscope simple.

Framier micrascops produll en pedite série par Car Zeiss 3 Jena
an 1847,

Tout cela concerne la microscopie dite photo-
nigue, ol 'on utilise le rayonnement lumineux.
Le pouvoir de résolution reste cependant limité et,
pour révéler des éléments d'une taille de 5 a
10 nm, on fait appel & la microscopie électroni-
que (fig. [1.7) en utilisant la propriété des différen-
tes structures de retemir ou de laisser passer un
faisceau d'électrons. Cette technigue exige une
préparation préalable du matériel cellulaire.

Les méthodes de fixation du matériel biologi-
que (par exemple tétraoxyde d’osmium), d'inclu-
sion (par exemple résine époxy) puis d’observa-
tion de coupes ulirafines en microscopie
électronique — aprés traitement par des sels de
métaux lourds comme les sels d'uranium ou de
plomb {coloration positive), par I’ acide phospho-
tungstique (coloration négative) ou par vaporisa-
tion d’un métal tel que 'uranium, I'or ou le platine

4

’ Microscope électronique a balayage.
{Lacymant Frulpsl

gui bombarde sous un angle donné la préparation
aétudier (ombrage) - donnent accés i la structure
fine de l1a cellule.

Le procédé plus récent de crvodécapage, qui
n exige pas les étapes de hixation et d inclusion, évile
en meme temps toutes les altérations et artefacts
inhérents aux méthodes précédentes. Apres congela-
ton rapide, I échantillon cellulaire est « cassé » dans
une enceinte réfnigérée. Le film de platne et de car-
bhone l.|||i recouvte la surface mise 3 nu realise
| Uinbrdge oc la préparaiion. Apres elimination de
I"échantillon biologique par dissolution dans un
mélange d'eau de Javel et d'acide sulfurique, on
obtient un moulage des surfaces intracellulaires pro-
duntes au cours de la fracture des cellules.

La microscopie e¢lectronique & balayage
(M.E.B.) permet d"obtenir des images « en relief »
de la cellule bactérienne. Enfin, I'amélioration
constante des techmques photographiques et leur
adaptation au microscope permettent la conserva-
tion des images.

1.2. Séparation
des constituants cellulaires

L'étude plus précise des constituants cellulaires
nécessite leur séparation, Pour les libérer, il faut
rompre les enveloppes protecirices de la cellule
{paroi et membrane). On a recours a différents
procédeés

— les ultrasons ;

~ les enzymes, comme le lysozyme. qui détrui-
sent la paroi bactérienne ;



— la pression osmotique, ol des bactéries trai-
tées par le lysozyme et placées en milien hypoto-
nigque gonflent et éclatent ;

— la pression mécanique, ol le broyage par des
billes de verre assure la rupture de la paroi et de la
membrane ;

= le froid, par le procédé de cryolyse, c’est-i-
dire par congélations et décongélations successi-
ves,

Les méthodes de fractionnement par ulira-
cenirifogation ou par centrifugation en gra-
dient de densité (le plus souvent en gradient de
saccharose) permettent de séparer les différents
organites cellulaires.

1.3. Analyse fine ultrastructurale

Pour rechercher, en microscopie électronigue,
un ou plusieurs constituants chimiques au niveau
cellulaire, on peut avoir recours a | analyse cyto-
chimique ultrastructurale.

L"autoradiographie permet ainsi de localiser
les sites de synthése de composants macromolé-
culaires chez lesquels s'incorpore un précurseur
margué. Aprés contact plus ou momns prolongé
entre les cellules et le précurseur radioactif puis
élimination de 'exceés du métabolite marqué, les
cellules sont fixées puis incluses selon les régles.
Les coupes sont ensuite placées sur un support
(lame de verre ou grille de microscopie électroni-
que) puis recouvertes d'une émulsion photogra-
phique. Au cours du temps de contact, les sels
d’argent (Ag*) sont réduits en argent métallique
par les radiations émises par 1"isotope radioactif.
Les préparations sont ensuite « développées »
comme "1l s"agissait d’un film puis colorées pour
mettre en évidence |"organisation cellulaire,
L'observation microscopique révele, d"une part,
les structures cellulaires et, d"autre part, des amas

de grains noirs {argent réduit) alignés ou regrou-
pés, correspondant aux sites de synthése des
macromolécules.

Les méthodes immumocytochimigoes poursvivent le
méme objectil de localiser dans la cellule un composant
macromaeléculaire appanenant ou éranger i la cellule (anmn-
pene bactEnen, virus, ¢1c.). Hautement spécifiques. elles
reposent sur les affinités particulidres existant entre antigénes
el anticorps homelogues. Pour localiser une substance anti-
génique x dans une cellule, on la met en contact avec des anti-
corps marqués, La formation de complexes antigines-anti-
corps stables permel de repérer la présence du constifeant
t. En microscopie optique, les anticonps sont couplés & un
chromophore Muorescent. habituellement 1M isothiocvanate de
fluorescéine. En microscopie électronique, le marqueur cou-

plé & "anticorps doit étre opague aux Electrons, A cette fin,
I"anticorps pent &re associé i [a ferritine, une protéine riche
en fer. Dans un awtre procédé, 1" anticorps est lié i une enzvme,
la peroxydase. Aprés contact anticorps-cellules, les coupes
=ont incubées en présence d'un peroxyde, |'eau oxygénde, et
d"un donneur d'hydrogéne, fa diaminobenzidine (DAB). Le
traitement des coupes au tétraoxyde d osmivm, qui s fine
préférentiellement sur le complexe antigéne-anticorps-DAR,
détermine un précipitd opague aux électrons au niveay du
complexe.

L'étude de chaque constituant pris isolément
peut étre entreprise. Elle fera appel aux procédés
classiques du fractionnement chimigue :

~ hydrolyse acide {chlorhydnque, trichlorace-
tique) ;

- mise en solution par solvants organiques
{alcool, alcool-éther).

On arrive 4 obtenir séparément les glucides, les
protéines, les lipides et les acides nucléiques.
Cette étude sera complétée par des traitements
enzymatiques (endopeptidases et exopeptidases,
glucosidases, endonucléases et exonucléases,
lipases, etc.), des analyses chromatographiques
ou électrophorétiques, des séquencages protéi-
niques ou nucléotidiques.

On pourra obtenir ainsi la composition chimi-
que globale de la cellule bactérienne telle qu'elle
est donnée dans be robloan LT,

2. Cellule bactérienne

Les bactéries sont les plus petits organismes
connus doués de métabolisme et capables de croi-

tre et de se diviser aux dépens de substances nutn-
tives. Leur diamétre est habituellement d’environ

|5



Tableaw 11,1 - Constitution chimique des bactérias.
{D'aprés . Senez, Microbipiogie gémérale, Doin, Pans],

{ - Tenenr en ean (% du poids):

Escherichia coli 73-7T8
Prewdomonay oo ruginosa 75
Hacillus anthracis i

Mycobacieriim tabercalosis BB

2 - Compoaificn élémentaire d'Escherichia coll

Elément % du poids sec

Carbone s+ 5
Arote

pur kjecldahl 16,3

par analyse isoopique 15

{ Boberts er coll. )

phosphore 32

s fre i1
Cendres {totaly §2.75
sels fixes (non extractibles

par l'eau) T.25

sels hibres (extractubles) 55
~ Macromolécules

protéines A0
acides nuclégues @ ALDMN -
ARN LI
polysaccharides -1
lipides 10-15
FPool de miétabolites

anuno-acides, nucléotdes libres, sucres, acides
organiques, esters, oligopepiides {glutathion},
ATP, vitamines, coenzymes

I wm. Durant de longues années, on a considéré |a
bactérie comme un « sac d’'enzymes » car le pou-
voir de résolution du microscope oplique ¢t
insuffisant pour réveéler les details de sa structure,
Cest la microscopie électronigue avec ses diffé-
rents modes d'exploitation gqui a mis en lumiere
Varchitecture de la bacténe telle quelle est repre-
sentée sur la fowre [14. Les coupes ultrafines ont
permis en particulier de découvrir sa structure
detaillée. La cellule apparait entourée d 'une enve-
loppe rigide, la paroi, gui lui donne sa forme, sa
résistance et qui entoure une seconde enveloppe
beaucoup plus mince et plus délicate, la mem-
brane cytoplasmique. Le cyvloplasme sous-
jacent, en général trés homogene, contient essen-
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tiellement des granulations d'acide ribonucléique,
les ribosomes, parfois aussi des substances de
réserve qui rendent sa structure plus grossiere, [l
ne renferme aucun des organites décrits dans la
cellule eucaryote (réticulum endoplasmique,
mitochondnes, ewc.).

Dans le cytoplasme, |'appareil nucléaire se
distingue par son aspect fibrillaire, finement réti-
culé. Il n'est pas entouréd d'une membrane. La
paroi, la membrane, le cytoplasme et I"appareil
nucléaire représentent les structures essentielles
de la cellule, qui sont toujours présentes. D' autres
structures peuvent éventuellement 5"y adjoindre :
la capsule, enveloppe externe, qui peut prendre un
développement considérable lorsqu’on favonise la
synthése de ses constituants ; les flagelles, de
nature protéigque, gui conférent a la bactérie sa
mobilité : enfin les pili ow fimbriae, plus fins que
les flagelles, ngides et cassants ; certains, appelés
pili sexuels, joueraient un role au cours de la con-
Jugaison bacténenne ; les spores, enfin, qui sont
des formes de résistance n'existant que chez cer-
taines especes bactériennes.

2.1. Morphologie cellulaire

Lorsqu’on observe des bacténes au microscope
optique & partir de prélevements pathologigues ou
d"un milieu de culture, on reconnait rapidement la
forme des cellules, leurs dimensions et, enfin, les
arrangements ou les groupements gu’elles const-
tuent entre elles. Toutes ces informations définis-
sent la morphologie bacténenne qui a consbitué
durant de longues anndes le cntére essentie] de
reconnaissance et d'identification.

2.1.1. Taille

Le schéma de la fipure 115 montre que les bac-
léries se situent entre les virus et les algues unicel-
lulaires ou les protozoaires. Dans les zones limi-
tes, il existe des chevauchements, ¢’est-a-dire que
les plus grandes des baciéries, comme certains spi-
rilles, atteignent la taille d'une algue et que les
plus petites ont des dimensions analogoes ow
meme inférieures & celles de certains gros virus.



capsule

pigment

Figure .4 - Schéama de |a cellule bactérienne.

®iss
®

Bactérias

Figure 1.5 - Dimensions des bactéries par rapport aux
virus, aux cellules sanguines, aux protozoaires.

paroi

membransa

cytoplasmique
{(double feuillet)

ADN (appareil
nucléaire)

polysome

ribosomes

aspace
périplasmique
{réduit chez

les Gram+)

Les quelgques exemples suivants permettent de
bien situer les différences de taille :

- les mycoplasmes comme My, preumeoniae.,
de I'ordre de 0,1 pm ;

— les entérobactéries comme E. cofi, 1 x 2 &
3um

— les tréponémes (par exemple Treponema
pallidum), de 0,1 4 0,2 x 54 20 um ;

~ les spirochetes, de 0,2 4 0,7 = 5 & 500 pm.

2.1.2. Forme

Les formes des bacténes sont extrémement
diverses. Nous en retiendrons trois principales : la
forme sphérique ou coccoide, la forme cylindri-
gue ou en bitonnet et [a forme spiralée ou hélicoi-

{



2.1.2.1. Forme sphergue

Elle caracténse les cocol (pluriel de coccus)
(e A4l Le mode de division de ces derniers
donne naissance a des groupements typiques, uli-
les i observer du point de vue diagnostique. Chez
les diplocogues, chaque cellule se divise dans un
seul plan et donne naissance i deux nouvelles cel-
lules Etroitement assocides : elles ont un aspect
effilé en « flamme de bougie » avec les pneumo-
cogques, elles sont réniformes ou en « grain de
café » avec les gonocogues ou les méningoco-
ques. Lorsque ce mode de division se poursuit
régulitrement, la bactérie engendre des chainettes
plus ou moins longues, caractéristiques des strep-
tocoques.

Les cocel gui se divisent successivement sur
deux plans forment des groupements de quatre
cellules, les tétrades. D'autres, en se multipliant
dans les trois directions de 1'espace, composent
des cubes réguliers de cellules, que I"on rencontre
chez les sarcines, ou des amas asymétrigues dits
en grappes comme chez les staphylocoques.

Ces différents types de groupements sont repre-
sentatifs de 'espeéce, Cette concordance n'est pas
systématiguement observée mais elle peut étre
mise utilement a profit en tenant compte surtout de
I"aspect prédominant.

2.1.2.2. Forme cylindrique

Les formes cylindriques ou en  bdtonnet
(g 217 ) sont anssi diverses que celles des cocei,
On en distingue deux principales @ le bitonnet
droit ou bacille et le bitonnet incurvé ou vibrion.
La premiére caractérise de nombrevses bactéries :
les entérobactéries aux extrémités arrondies, les
Bacillus beaucoup plus gros et nettement rectan-
gulaires, les hacilles fusiformes aux extrémités
effilées, en fuseau, les corynébactéries renflées a
I"un de leurs poles, « en massue ». Ces derniéres
offrent en outre des modes de groupements trés
particuliers «en palissade » ou «en paquet
d'épingles ».

Comme les coce, les bacilles peuvent étre asso-
ciés deux par deux en diplobacilles ou former de
véritables chainettes. Dans cenains cas, le corps
bactérien lui-méme peut étre déformé par une
endospore centrale, sublerminale ou lerminale.
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Parfois, ces bacilles peuvent étre de trés petite
taille et se confondre avec des cocci: on leur
donne alors le nom de coccobacilles,

La deuxiéme forme cylindnque est celle do
vibrion, bacille incurvé «en virgule ». Les
vibrions ne constituent qu'un seul genre réumis-
sant de nombreuses espéces aguatiques et quel-
ques espéces pathogénes pour I'homme (V. cho-

lerae).

2.1.2.3. Forme spiralee

Om la rencontre chez un petit groupe de micro-
orgamismes (g [N possédant une structure
typique, un corps hélicoidal et extrémement
allongé. On les distingue entre eux par leur lon-
gueur, le nombre et I'amplitude de leurs ondula-
tions. Les leptospires, de 5 4 10 um de long, ont
des extrémités en crochet ; la taille des tréponé-
mies peut atteindre 15 um ; celle des Spiracheta,
de beaucoup supérieure, se situe entre 30 et
SO0 fm,

2.1.2.4. Autres formes

En dehors de ces aspects bien connus, nous mentionnerons
Ta fosme pédonculée propre aus Canlobacter, Lo forme fila-
mentense des hactérnes ferrugineuses ou Sphoe ronilus, enfin
les formes mycéliennes, i peine ramifices chez les mycobac-
ifries ¢t nettement ramifides chez les  Actinomycébes

2.2, Paroi

Enveloppe caracténistique de la cellule proca-
ryote, la paroi rigide est un véritable « exosque-
lette » qui confére & la cellule sa forme et lui per-
met de résister a la forte pression osmotique
interne comprise entre 5 et 20 atmosphéres.

La paroi est notamment formée d'un polymére,
le peptidoglycane {encore appelé mucopeptide
ou muréine on mucocomplexe). La distinction
entre bactéries & Gram positif et & Gram négatif
repose sur une différence de composition chimi-
que pariétale.

La paroi joue un rdle essentiel dans la division
cellulamre tout en servant de vecteur primaire & sa
propre biosynthése, Certaines de ses couches sont
le site de nombreux déterminants antigéniques
majeurs. L'un de ceux-ci, le lipopolysaccharide,



Figure 1.6 - Morphologie bactérienne : les cocai.
a ! Staphylococcus aureus | b @ Strepslococoys agafasiae | ¢ @ Sreptococcus faecalis ; d : Diplococcus preumonisae | e Neissena
meningificis | 1 Nelssena gonorhoass (photes a e f reproduites avec 'simable autorisation du Pr. Montel, Strasbourg).
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Figure |L.7 - Morphologie bactarienne : les bacilles.
a ! Liztana monocytogenss ;| b : Bacifus subtiis : ¢ : Proteus vuigans | d @ Vibwio cholarae. (photos rprodwites svec Maimatie autonsa-
tior du Fr. Moniedl, Strabowrg).

Figure |18 - Morphologie bactérienne : les spirochétes,
a: Traponama palidum ; b : Leptospira ruaizarss, b

!l




Figure 11.8 - Morphologie bactérienne : autres formes.
a: Streplormyces ; b Micromanaspors,

propre aux bactéries i Gram négatif, n'est autre
gu’une endotoxine doude de propriétés pharmaco-
logiques puissantes. La paroi ne constitue pas une
barriére sélective comme la membrane @ elle est
permeéable chez les bactéries i Gram négatif. L'un
des feuillets, la membrane exierne, s’ oppose
pourtant a la pénérration des plus grosses moléeu-
les.

2.2.1. Mise en évidence

L"étude des constituants de la paroi nécessite au
préalable son isolement des autres éléments cellu-
larres. Les anciennes méthodes d’extraction chi-
migque ont fait place a de nouveaux procédés fon-
dés sur la désintégration des bactéries par brovage
i I"aide d"abrasifs ou sous | effet des ultrasons, ou
par congélations et décongélations successives,
ou encore sous 'action d'enzymes. Les parois
brutes ainsi obtenues sont purifiées par centrifu-
gation différentielle puis lavage & 'eau distillée
pour éliminer les composants cytoplasmigues,
Examinées au microscope électronique, elles res-
semblent & des sacs aplatis, froissés et présentant
une déchirure par laquelle les constituants cyto-
plasmiques se sont échappés. Leur surface est lisse
et leur contour dessine parfaitement la morpholo-
gie de la cellule (fie. 170 ¢ 11.11). L'éude chi-
mique précise de la paroi peut étre entreprise,
aprés vérification de sa pureté, par observation
MICTOSCOPIGUE.

2.2.2. Composition chimique

La paroi représente 20 % du poids sec de la cel-
lule bactérienne. On v rencontre des éléments
diversement représentés selon les espeéces. La
coloration de Gram révéle trés grossiérement ces
différences. Le rafivan 112 établit cette comparai-
son entre les bacténes & Gram positif et & Gram
négatif.

2.2.21. Osamines

Aprés isolement, punfication puis hydrolyse
des constituants de la paroi, plusieurs osamines
ont é1é isolés :

- la N-acétylglucosamine ;

— 1"acide N-acétylmuramique, qui représente
I"éther lactique en position 3 de la N-acétylgluco-
samine ;

- la galactosamine. qui est présente chez certai-
nes espéces seulement et en faible proportion,

L'acide muramique, grice i une fonction semi-
aldéhydique réductrice et un groupe carboxyle
libre, peut établir des liaisons entre les peptides et
les polyosides ; il joue ainsi un rile prépondérant
dans la structure pariétale.

Les formules de ces composés sont reproduites
sur la figure I 12,

2.2.2.2. Acides aminés

Trois acides aminés peuvent étre qualifiés de
majeurs parce gu'ils sont isolés réguligrement
chez la plupart des bactéries. Ce sont : la D-ala-

1



Paroi

Espace
périplasmigque

Marmbirans
cytoplasmiguea

Figure 1110 - Paroi bactérenne d’Escherichia coli vue
&N microscopie éectronique.

Figure 11,11 - E, coll en M.E.T. aprés cryolracture.

Cette technique permet de visualiser I'aspect des surfa-
ces callulaires comme la membrane cytoplasmique ou
la paroi (avec I'aimable autorisation de M. Kniebielter at
JP. Chauvin IBDOM Luminy Marsailla).

nine ¢t la L-alanine. 1acide glutamique, la lysine
ou I"acide diamino-pimélique (forme L ou méso)
selon les cas. La profonde analogie entre ces deux
derniers corps explique sans aucun doute leur
alternance dans les especes bacténiennes. On
rencontre en outre d’autres acides aminés, la
glycine chez 5t aureus, 'acide aspartique chez

/)

Tableau 1.2 - Compesition chimique globale de la paroi
chez les bactéries a Gram positif et & Gram négatif,
{['aprés C. Senez, Microbioiogie géndrale, Doin, Paris).

O=amines et +
Acides aminés 24-35 % 50 % env.,
nombre 4.3 10 16-17

acide
diaminopimélique +++ ¥
exclu n'exclut pas
la lysine la lysine
Acides teichoigues 44 =
Clses 2060 % 20-60%
Lipides 1-2.5 % 10-22 %
CH,OH
O 0H
OH
HO
W-ﬁ—ﬂ’rﬁ
o a
CH.OH
O OH
]
HO
M"l‘“f:—EH;
N
I"r;G' CH—COOH o b

Figure 11.12 - Les osamines de la paroi bactérienne.
& ; N-acédfyigiucosaming ; b ; Acide N-acébmuramique.

L. acidophilus, etc, 1l faut remarquer I"absence de
nombreux acides aminés que 1'on rencontre habi-
tuellement dans les protéines.

2.2.2.3. Acides teichoigues

Présents uniquement chez les bactéries i Gram
positif et pouvant représenter jusqu'a 50 % du
poids de la paroi (soitenviron 5 % du poids sec de
la bactérie), ils sont localisés soit dans la paroi, soit
dans le feuillet externe de la membrane cytoplas-



mique et ils pourraient avoir un rile antigémgue.
Dieux types d acides teichoigues ont éié isolés. Ce
somt :

— le polynbitol-phosphate, polymere linéaire, ren-
contré en particuber chez St aurens (i 005
est localisé dans fa paroi ;

— le polyglycérol-phosphate plus ou moins
glycosylé, isolé en particulier chez B. subrilis
(fig d1 1 5a), Str. faecalis...
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Figura 11.13 - Acides teichoiques.
a: & glycérel ; b : & ribitol,

Localisés au niveau de la membrane, ils sont
généralement liés a un glycolipide du type poly-
glycosyl-diglycéride et sont alors appelés « acides
lipoteichoiques », notamment chez Str. lacris,

rk'.ﬁ Jl.l:idﬂﬁ I'J.hﬂ- 1Ei|.-|'|u:|'|.||'|il'.l|.'ll.'h. I-I.lrl'l'll.:h IJIH.L:IIJ.I: EIIIL'IITU'
migue ef de MN-scétylglucosaming, ont éé 1solés cher
8. licheneformis,

CH,

2224, Oses simples

lls sont nombreux & étre mis en évidence : glu-
cose, galactose, mannose, fucose, efc. Certains
d’entre eux sont spécifiques (rhamnose chez les
Streptococcus du groupe A). Leur nature et leurs
types d"associations dans les chaines polvosidiques
conférent aux antigénes de paroi leur spécificité.

2225 Lipides

Ils sont présents en faible quantité et, parfois
meéme, presque totalement absents chez les bacté-
ries @ Gram positif. Ce sont essentiellement des
lipides simples entrant dans la composition des
lipopolysaccharides des bactéries a Gram négatf,

2.2.26, Acides mycoligues

Ces molécules ne sont présentes gue chez cer-
tamnes especes particuliéres, les bacténes acido-
alcoolo-résistantes telles les myeobacténes. Ce
sont des acides gras 4 tres longue chaine (C = 60)
ramifiée et présentant des méthylénatons. Sur la
fieure 174 est reproduite la formule de 1"acide
c-mycolique,

Chez les corvnébacténies, des acides 4 plus
courte chaine (C = 32 4 36) ont également €t iso-
lés. On leur donne le nom d'acides corynémyco-
ligues.

2.2.3. Structure moléculaire

En microscopie électronigue, on observe une
nette différence de structure entre les parois
des bactéries & Gram positif et & Gram négatif.
Laparoi des Gram positfl est en général plus
épaisse (de 15 a 80 nm) et d’aspect plus homo-
gene, alors gue celle des Gram néganl est plus fine
(de 64 15 nm) et plus hétérogéne (f0 7000, 1017
ec 1105 L élément structural de base pour toutes
les bactéries est le peptudoglyeane.

OH

CH
N N | #°
EH:—[GHE}”—GH—GH—[GH?}D—GHH_‘C HE:II?':P_C_‘P:H_G"\\
(CHy)y O
I
CH;

Figure Il.14 - L'acide a-mycolique.



2.2.3.1. Peptidoglycane

Il s’agt d'un glycosaminopeptide comportant
une molécule de N-acétylglucosamine et une
molécule d'acide N-acétylmuramique relides
entre elles par une limson glyeosidigue, Lacide
acétylmuramigue est en outre associé i une courte
chaine peptidique de quatre acides aminés appelée
tétrapeptide : deux alanines, un acide glutamigue
et une lysine. La structure de ce mucopeptide, qui
représente I élément de base de la parol, peut étre
schématisée de la fagon suivante :

- les unités mucopeptidiques sont polyméri-
sées grice d deux principaux types de liaisons ;

— I"acide acétylmuramigue en est, en quelgue
sorte, le ciment. Grice & ses groupements car-
boxyle libres, il est relié aux chaines peptidigues ;
grice i ses fonctions semi-aldéhydigues, il réunit
les molécules d acétylglucosamine (fig /151
Cette structure de polymére en réseau, qui donne i
la cellule sa rigidilé, est caracténsée par

- les liaisons glycosidiques i1 -4 entre "acide

MN-acétylmuramigue et la N-acétylglucosamine,

- I"ordre invariable des acides aminés gui se
succedent dans le chainon tétrapeptidique,

= "existence des formes D et L,

- laliaison [-glycosidique, qui unirait "acide
teichoique au résidu N-acétylglucosamine,

- le pontage entre la D-alanine d"un tétrapep-
tide et la L-lysine d"un autre tétrapeptide voisin,
grice 4 un pentapeptide de glycine.

Ainsi se forme le peptidoglycane, polvimére
d"un poids moléculaire élevé, structure de base de
toutes les parois et gui représente jusqu'a 90 % du
matériel de cette paroi.

Il peut différer, selon les cas, par des constituants secon-
daires, en particulier par tes acides aminés do chainon pepti-
digue et par la natare des ponts inferpeplidiques (fe. 1076 2

-~ 5f. aurens © L-ala-D-glu-L-lysD-ala | deux peptides voi-
sins relids par un pont pentaglycine :

~ E coli ; Leala-Degha-DAP-D-ala ; dews peptides voisins
relids directement entre la D-planine de "un et le DAP de
I"amtre ;

- Micrococcus  Iveodeikiicus @ L-ala-D-glo-L-lys-D-ala
L-gly ; deux peptides voising reliés par un peptide de méme
COMpOsition.

Figure 11,15 = Structure du peptidoglycane représantée en deux plans superposés,

(5 N-acétylglucosaming  [1 Acide N-acétylmuramique

i

___— Pontage peptidique.
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Figure Il.16 - Peptides et liaisons interpeptidiques dans
le peptidoglycane.

Ces différences déterminent un réseau plus ou
moins serré : lache pour les formes sphériques
(liaison interpeptidique longue), plus compact

ALT

MC

Figure 1117 - Schéma des enveloppes cellulaires des
bactéres a Gram positif.

MG membrane cytoplasmigue; P peptidoglycans; PL:
phospholipides ; AT : acides teichoigues; ALT: acdes
lipoteichoiques ; PS ; protéines de surface [S. Layer : couche de
surface présente chez ceraines espéces comme Bacilus et
Clostridium, peut égalemant sa trouver chez des Grarm nibgatif).

pour les formes bacillaires (liaison interpeptidique
directe).

2.2.3.2. Bacteries a Gram positif

Les acides teichoiques représentent le deuxieme
composant essentiel de la paroi des bacténes a
Gram positif ; ils constituent jusqu’a 50 % du
poids sec de la paroi. Ce sont des polyméres com-
posés d'unités glyeérolphosphates lides en 1.3 ou
1.2 ou d’unités ribitolphosphates lides en 1.5 ou
encore d"unités plus complexes dans lesquelles le
glycérol ou le ribitol sont associés & des sucres
comme le glucose, le galactose ou la N-acétylglu-
cosamine. Ils contiennent souvent de grandes
quantités de D-alanine attachées au glycérol en
position 2 ou 3, ou au ribitol en position 3 ou 4.

La localisation exacte des acides teichoiques au
niveau des enveloppes est mal connue, Aucours du
tractionnement cellulaire, la plupart restent soudeés
au matériel de paroi par 1" intermédiaire d"une unité
de liaison, un trimére de glycérolphosphate. Pour-
tant, un petit pourcentage, sous forme d’acide gly-
cérolteichoique, demeure relié a la membrane
cytoplasmigue. Les acides lipoteichoiques de
membrane sont ums, par liaison covalente, aux
glycolipides membranaires (fig. 11.17).

Figure .18 - Schéma des enveloppes cellulaires des
bactéries 4 Gram négatif.

MC : membrane cytoplasmigue; P: peptidoglycane . ME:
mermbrane axterng ; LPS : lipopolysaccharides avec LA (lipide A)
Co (core) AgO (polysacchandes de 'antigéne O ; LB ; lipoprotél-
nes de Brawun ; Po : porines ; Lp : lipoproléines,



£.2.3.3. Bacteries a Gram regatif

La paroi présente une structure stratifiée plus
complexe. Outre le peptidoglycane de base, elle
comprend trois autres structures polymériques
externes ou relides & ce peptidoglycane. On distin-
zue en effet ;

- une couche phospholipidique dite mem-
brane externe pour la différencier de la mem-
brane cytoplasmique et qui contient des protéines
importantes ;

- un lipopolysaccharide (LPS) ;

- enfin, une lipoprotéine assurant la liaison
entre la membrane externe et le peptidoglycane el
conférant une certaine solidité i 'ensemble.

22.3.3.1, Membrane externe

Elle posséde les caracténstigues fondamentales
d'une membrane biclogique. Elle est constitude
d"une double couche de phospholipides amphipa-
thiques dans laquelle une assez large fraction de
ces molécules phospholipidiques est remplacée
par des molécules lipopolysaccharidiques (LPS).

Comme la membrane cytoplasmigue, ¢’est une
mosaique fuide contenant un lot de protéines spé-
cifiques enchissées dans la matrice phospholipi-
dique. Parmi celles-ci. on distingue des protéines
majeures représentant 70 S des protéines mem-
branaires, groupées pour former des pores au
niveau de cette membrane externe. On leur donne
le nom porine. Elles permettent la diffusion de
petites molécules, Nombre de ces protéines sont
désignées sous le terme Omp (pour owuter
membran protein). Plus de 40 ont éié isolées de
S especes bactériennes différentes.

La porine OmpC forme des pores de 11 nm, "OmpF de
1.2 nm chez E_ coli. Elles traversent de part en part la mem-
brame externe et sonl fortement lides an peptidoglycane. On
disungue aussi des protéines dites mineures {au moins 12)
impliquées dans le transport spécifique de petites moléoules
par ailleurs trop volumineuses pour passer i travers bes pores,
comme la vitlamine B12, certains complexes ferngues, des
nuclkosides ou des oligosacchardes (maltose). Amnsi la pro-
téine Lamb est spéeifique de la pénétration du maltose et des
maltodextrines. Plusieurs de ces proadines servent de nécep-
feurs i des phages (Tel Lamb est le site de fixation des bag-
tériophages Let K100 oo i des colicines spécifiques. Enfin, on
trouve des lipoprotéines dont tes unes sont relides au pepti-
doglycane tandis que les aunres se trouvent & "étar libre dans
la membrane externe,

i

2.2.3.3.2. Lipopolysaccharide

Le lipopolysaccharide (7. /5) des bactéries a
Gram néganf est également connu sous le nom
d endotoxine parce gu'il est fortement lié & la
surface cellulaire et n'est libéré qu'aprés lyse
cellulaire. Aprés extraction i partir des cellules
intactes puis hydrolyse ménagée (par exemple,
en mélange phénol-ean & 90 °C), on obtient le
lipide A, support de la toxicité de la molécule
entiére, et un polysaccharide responsable de la
spécificité antigénigue du complexe.

Le lipide A est, ¢n fait, un glycophospholipide,
Cest un polymeére composé d unités disacchari-
digues de glucosamine reliées entre elles par des
ponts pyrophosphates et auxquelles sont ratta-
chées de longues chaines d'acides gras. On peut
noter la présence constante de |'acide f-hydroxy-
myristique, un acide gras en C14, spécifiquement
rencontré ¢t caracténstique de ce lipide,

Le polysaccharide du LPS est formé d"une par-
ti¢ centrale, le core qui est commun & toutes les
bacténes & Gram négatf mais dont la composition
peut varier sensiblement selon les espéces (par
exemple, Salmonella, Shigella). et de chaines laté-
rales faites de séquences répétitives distinctes en
fonchion des espéces oun des sérotypes (par exem-
ple, Salmonella). Le corer e, 15 du lipopolysac-
charide de Salmonella comprend 5 hexoses (dont
la M-acétylglucosamine) suivis de 2 heploses puis
de 3 résidus d'un sucre en C8, le cétodésox yocto-
nate (KDO). Dans un LPS donné, chaque chaine
latérale polysaccharidigue contient les mémes
séquences répétitives constituées de sous-unités
de trisaccharides, tétrasaccharides ou penta-
saccharides. Chez les entérobactéries, particulié-
rement bien édiées, la chaine latérale appelée
polysaccharide O, pour la distinguer du polysac-
charide du core, comprend 4 hexoses (galactose,
glucose, rhamnose, mannose) ainsi gue | o plu-
sieurs sucres inhabituels : les didésoxyhexoses
{abéguose, colitose, paratose, tyvélose). Ces chai-
nes sont plus ou moins longues méme au sein du
mEme micro-organisme, pouvant contenir jusgu’s
40 unités répétitives,

2.2.3.3.3. Lipoprotéine de Braun

Clest une petite molécule polvpeptidigue de
38 acides amings portant a son extrémité N termi-



nale des constituants lipidiques (M : 72 kd) et qui
compte un trés grand nombre de copies dans les
cellules d’E. coli (7 105). Elle existe sous forme
libre (2/3 des molécules) ou sous forme lide au
peptidoglycane (1/3 des molécules).

La partie lipidique est enchissée dans la membrane extene
par des linisons hydrophobes avec les phospholipides ; La par-
tie protéinique est associde au peptidoglycane par liaisons
covalentes (par exemple, E. coli) entre les groupements NH,
des lysines et les groupements COOH des acides diaminopi-
méliques des chainons latéraux témapeptidiques.

2.2.3.3.4. Espace peénplasmique

Les bactéries 4 Gram positif synthétisent diver-
ses exoenzymes capables de fragmenter les élé-
ments nutritifs et de les rendre accessibles au
métabolisme (par exemple, protéase) ou de déna-
turer des antibiotiques (par exemple, pénicilli-
nase) ou encore de produire un effet nocif (par
exemple, exotoxing). Au contraire, la plupart des
protéines élaborées par les bactéries i Gram néga-
tif sont retenues dans I espace péniplasmique com-
pris entre les deux membranes interne et externe.
Elles peuvent étre libérées par transformation des
cellules en sphéroplastes ou par choc osmotique,
ce qui rend compte de leur localisation.

2.2.3.3.5. Autres types de parois

Cher les entérobactéries, les trois femllets panétaux, bien
que visibles et différenciés & l'examen au microscope élec-
tronigue, sont intimement soudés |'un a [ autre. Cela n"est pas
le cas pour tous les bacilles & Gram négatif. Ainsi chez les
Muoravella, les Vitreoscillo et chex Spirtlium serpens, la cou-
che mucopeptidique est asser distincte de I'enveloppe
externe, lagquelle présente une ceraing souplesse due i ses
ondulations, Avec les spirochites. ce phénomine est encore
plus accentué : I'enveloppe externe, spiralée, apparait nette-
ment séparée de la muréine. Dans cet espace interpariéial sont
localisées les nombreuses fibrilles du filament axial.

Chez les Methanobacteriales (archéobactéries). le pepti-
doglycane (si on peut 1'appeler ainsi) présente une structure
trés différente, Clest un polymére constitué de N-acétyl-D-
glucosamine ou de N-poétyl-D-galactosamine alternant avec
des résidus de N-acétyl-D-talosaminuronique lids en 1,3, Les
sous-unités peptidiques assocides comprennent |"alanine,
I"acide gloamique et la lysine.

Chez les mycobacténies (par exemple, M. niberculosis) la
paroi est caractérisée par une grande richesse en lipide en par-
ticulier en acides pras comme les acides mycoliques
{figure M 141

2.2.4. Fonctions

Pour bien comprendre le rile de la paroi, on peut
procéder aux expériences suivantes 