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Avant-propos et guide d'emploi

Cet ouvrage constitue une introduction a la microbiologie, I’étude des espéces générale-
ment unicellulaires et microscopiques. Lunivers microbien est un ensemble extrémement
hétérogene, encore plus diversifié que le monde qui nous est familier. Occupant toutes
les niches écologiques de notre planete, les micro-organismes sont des agents indis-
pensables de I’équilibre de 'ensemble des écosystemes. Ils comprennent deux grandes
catégories : les protistes, eucaryotes (structure cellulaire semblable a celle des organismes
pluricellulaires), et les procaryotes (structure cellulaire plus simple). Leurs modes de vie
sont tres diversifiés, libres ou en association avec d’autres organismes, parfois néfastes
s’il s’agit d’espéces pathogenes, et capables d’entretenir des « dialogues moléculaires »
inter-organismes. Ce monde microbien est doublé du monde des virus, entités de tailles
encore plus réduites et probablement au moins aussi nombreux, intermédiaires entre
monde « vivant » et monde « chimique ». Parasites obligatoires d’organismes de toutes
catégories, ils constituent un maillon important de la diversification et de I’évolution
des organismes qu’ils infectent. C’est a1’étude des micro-organismes, qui n’a réellement
commencé qu’il y a deux a trois siecles, que nous devons une grande partie des connais-
sances actuelles au niveau moléculaire en physiologie, génétique, etc. du monde vivant.
Cela a permis, entre autres, la mise au point de méthodes de lutte contre des maladies
infectieuses ou l'utilisation de micro-organismes dans des productions industrielles.

Nous vous conseillons, avant de vous plonger dans ce manuel, de commencer par la
lecture de la fiche Introduction « Le monde inattendu des micro-organismes » (dispo-
nible sur le site web de l'ouvrage, voir plus loin), qui donne quelques clefs de I'histoire
et du développement de la microbiologie.

En accord avec la nomenclature actuelle, les noms de genres sont écrits en italique
avec une majuscule initiale, et les noms d’espéces en italique et tout en minuscules ;
les noms des trois domaines actuellement reconnus, incluant chacun des micro-
organismes, sont écrits avec une majuscule initiale : Bactéries, Archées et Eucaryotes.
En revanche les termes « protiste » et « procaryote », qui désignent des regroupements
pratiques mais non phylogénétiques, sont écrits tout en minuscules.

Le signe $ en exposant indique une incitation a consulter ’Annexe méthodologique
(sur le site web de l'ouvrage).

Bonne lecture !
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P Introduction

e 1 | Micro-organismes

La cellule, unité de base de tout organisme vivant, est constituée d'une structure (mem-
brane et éventuellement enveloppe) contrélant son interaction avec l'environnement et
enserrant le cytoplasme, siege de I'ensemble des réactions nécessaires a la « vie ». Ce
cytoplasme contient des milliers de constituants, dont des macromolécules (majoritaire-
ment protéines et acides ribonucléiques) organisées en structures fonctionnelles, et le
génome, « tableau de commande » du fonctionnement et de la reproduction de la cel-
lule. Cet archétype universel montre cependant des spécificités de contenus, structures
et fonctions propres a la nature eucaryote ou procaryote et aux espéeces des organismes.

B Objccirs  [— ., —

Un monde a découvrir

les notions de procaryotes,

eucaryotes, unicellularité

(OlENIEY la structure et I'organisation, les

différences entre les cellules procaryotes et
eucaryotes

SN les principaux constituants

cellulaires et leurs fonctions chez les
Bactéries et les Archées

LIPS comment les micro-organismes ont
développé leur capacité adaptative a une
trés large gamme d'environnements

Taxinomie des
micro-organismes

La cellule procaryote

La cellule des micro-organismes
eucaryotes

© 00 0O

Quelques protistes modéles

Un monde a découvrir

1.1 Les micro-organismes et la vie sur Terre

© Dunod - Toute reproduction non autorisée est un délit.

Les cellules des millions d’espéces vivantes, tant multi- qu'unicellulaires, sont construites
selon deux modeéles : eucaryote et procaryote. A ces deux types correspondent les orga-
nismes que nous sommes habitués a cotoyer (plantes, animaux), mais aussi ’énorme
et riche monde invisible des micro-organismes, un ensemble trés hétérogéne tant sur
le plan morphologique que physiologique, dont I'unité est leur nature majoritaire-
ment unicellulaire. Il peut étre défini en deux ensembles : les protistes, appartenant au
domaine des Eucaryotes et subdivisés en plusieurs sous-ensembles (pour simplifier : les



Introduction a la microbiologie

1.2

protozoaires, les micro-algues et les champignons, voir § 5), et les procaryotes, incluant
deux domaines : les Bactéries et les Archées (voir § 2). Le monde microbien colonise
une énorme variété de niches écologiques (voir Chapitre 2). Cette présence ubiquitaire
résulte d’une longue histoire évolutive qui lui a permis de s'adapter a une vaste gamme
de conditions physiques (températures, pH, pression hydrostatique, jusque dans les
profondeurs océaniques) et chimiques (nature des nutriments et des sources d’énergie)
(voir Chapitre 3) et a contribué a sa diversification. Cette diversité est fondamentale pour
la vie sur la planéte, ces organismes assurant I’équilibre des cycles biogéochimiques,
et ainsi le fonctionnement des écosystémes. Ils constituent les premiers maillons de
la chaine alimentaire de I’écosystéme marin. On estime quune molécule sur deux du
dioxygéne (O,) que nous consommons par respiration est produite par des micro-algues
marines. Les procaryotes et les champignons sont les principaux agents de recyclage de
la matiére organique morte.

Les modes de vie des micro-organismes sont soit sous forme libre, soit, assez
fréquemment, en association - obligatoire ou non - avec d’autres organismes (inter-
procaryotes ou avec des protistes, des plantes ou des animaux) (voir Chapitres 2, 6
et 7). Lassociation est trés souvent bénéfique, sinon indispensable, pour I’hote (tel le
microbiote de 'Homme) ; elle peut inversement lui étre néfaste, comme Cest le cas
d’une centaine d’espéces pathogénes, qui ne représentent cependant qu'une minorité des
Bactéries connues, aucune Archée, et quelques protistes dont une vingtaine infectant
I’Homme (certaines Amibes, les Trypanosomes). La seule malaria, causée par le proto-
zoaire Plasmodium, a été responsable en 2016 de 216 millions de cas, dont 429 000 déces
(données de ’OMS).

Seul un tres petit nombre d’espéces, voire de souches, a été étudié, tant protistes que
procaryotes, en raison soit de caractéristiques plus favorables a leur étude en laboratoire
(cultivabilité, vitesse de croissance, possibilités d’approche génétique), soit d’un intérét
médical et/ou appliqué (voir Chapitres 2, 7 et 9). Le nombre d’espeéces répertoriées est
une minorité par rapport a celles estimées : moins de 1 % pour les procaryotes et, parmi
les protistes, moins de 10 % pour les seuls protozoaires (sans doute une surestimation
pour ’ensemble des protistes).

Formes, dimensions, unicellularité, physiologie

La forme et la taille des cellules sont des caractéristiques génétiquement déterminées
résultant d’un processus évolutif et adaptatif important. La forme dicte en effet les inte-
ractions entre la cellule et son environnement, les dimensions celles de sa structure
interne. Tout comme chez les autres organismes, les caractéristiques morphologiques
constituent des criteres préliminaires pour I’identification des micro-organismes (§ 2).
Lunicellularité est assez générale dans le monde microbien, mais de nombreuses especes
ont développé diverses formes allant de la simple association de cellules composant une
colonie jusqu’a la pluricellularité.
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Chapitre 1 ¢ Micro-organismes

Les morphologies des protistes peuvent étre irrégulieres (Amibe, voir Figure 1.7)
ou présenter des formes géométriques simples — sphéres, cubes, prismes, ovoides
(Saccharomyces, voir Figure 1.4B) - ou complexes (Paramécie ou Trypanosome, voir
Figures 1.8 et 1.9), avec parfois des appendices : cils (Paramécie), flagelles (Trypa-
nosome, Eugleéne, voir Figures 1.9 et 1.11), etc. Les morphologies des procaryotes,
Bactéries et Archées, sont généralement plus simples, quoique trés variées (voir
Figure 1.1A), les Archées ajoutant d’autres morphologies (cubes, lobes, tétraédres,
longs filaments non segmentés). Des structures de surface sont souvent présentes
chez les membres des deux groupes (§ 3.1). Des changements de conditions physiques
et/ou nutritionnelles, qui influent sur les capacités de croissance, sont souvent initia-
teurs de changements morphologiques. Ainsila Bactérie Escherichia coli présente des
cellules individuelles en batonnet en condition de croissance rapide, mais forme des
filaments multicellulaires en conditions nutritionnelles limitatives ou inhibitrices de
la division. Un dimorphisme lié au cycle de reproduction est observé chez quelques
espéces (voir Chapitre 3). De nombreuses espéces se mettent en vie quiescente avec
différenciation en spores, une forme de résistance, tant que persistent des conditions
environnementales peu favorables a leur croissance (voir Chapitres 3 et 6). Chez
certaines bactéries pathogénes intervient une cascade de variations morphologiques
suivant les stades de I'infection, liée a leur capacité d’envahissement de I’hote et/ou de
résistance a sa contre-attaque (voir Chapitre 7). Les espéces cultivables en laboratoire,
reproduites sur milieu nutritif solide (en boite de Pétri®) forment des colonies consis-
tant en amas de cellules (environ 10%) d’un diameétre de l'ordre du millimeétre (voir
Figures 1.1B, C et D). Chaque colonie est une population clonale, issue d’une cellule
unique, dont la forme, I’aspect, la pigmentation éventuelle sont aussi des caracteres
distinctifs (§ 2.3).

Les dimensions des micro-organismes se mesurent généralement en microns.
Chez les protistes elles varient entre 10 et 100 um (quelquefois plus) et sont trés
supérieures a celles des procaryotes (de 1 a 10 um pour la plupart des Bactéries, et
généralement inférieures au micron pour les Archées). Parmi les exceptions connues
citons les Mégabactéries, ou Bactéries géantes, dont les dimensions varient entre 50
et 750 um (telle Epulopiscium fishelsoni, de 80 pm de diametre et 700 pm de long,
visible a I'ceil nu) et, a l'opposé, les Ultramicrobactéries, avec des diametres inférieurs
a0,2-0,3 um. Dans leur ensemble, les volumes des cellules procaryotes couvrent ainsi
huit ordres de grandeur (< 0,01 a 2,10 um?) ; pour comparaison ces valeurs sont de
30-40 um? pour le protiste Saccharomyces cerevisice, et de 2 000-4 000 um? pour une
cellule de mammifere.

A la diversité morphologique des micro-organismes sassocie une diversité physio-
logique concernant les systemes d’exploitation de I’énergie, la nature des nutriments
(voir Chapitres 2 et 3), les modes de reproduction (voir Chapitre 3), tant sexuée que par
multiplication végétative, ainsi que de nombreuses autres caractéristiques tels les modes
de locomotion (voir Chapitre 6) et les relations intercellulaires (voir Chapitres 2, 6 et 7).
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Figure 1.1 — Morphologies de cellules et de colonies de Bactéries

A. Schémas de cellules, agrandies environ 10* fois. Les noms peuvent renvoyer a
la couleur (aureus, jaune or), ou a la forme des cellules : bacille (batonnet, régulier
ou courbé), coque (sphére, plus ou moins réguliére), strepto- (chapelet de spheres,
streptos : surenroulée), Sarcina (en paquets), Thermodiscus (en disque), Helicobacter
(en hélice), spirales, cones, rectangles, étoiles, etc. Certaines cellules sont pédon-
culées, en filaments (ramifiés ou simples, plus ou moins longs), associées par paires
(diplocoque, deux sphéres associées) ou en petit nombre, formant des cubes régu-
liers, des grappes (staphylo). B. Détails de contours de colonies. C. Colonies bacté-
riennes sur milieux nutritifs solides (réduction de moitié environ). D. Colonies d'E. coli
(réduction de moitié environ).

e Taxinomie des micro-organismes

La taxinomie a pour but de décrire et nommer les organismes, et la systématique de les
classer et d’en rechercher les relations phylogénétiques. La taxinomie actuelle définit
hiérarchiquement domaine, régne, division, classe, ordre, famille, genre et espéce. Pour
les organismes dont on dispose de fossiles, les criteéres d’identification se fondent sur les
données de la paléontologie et de la cladistique (ou cladisme), qui permettent d’établir
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une chronologie de I’histoire évolutive et des relations de parenté entre organismes a
partir d’'un ancétre commun. Cela conduit a la construction d’arbres. Ces classifications
sont continuellement remaniées au fur et & mesure de 'acquisition de données liées
au développement des technologies ou a la découverte de nouveaux organismes. La
nomenclature est classiquement binominale pour les protistes et les procaryotes : Genre
(Majuscule italique) espéce (minuscule italique) souche (plus libre) : Trypanosoma brucei
gambiense ; Escherichia coli B.

Spécificité de la classification des micro-organismes

Lanécessité d’'une définition rationnelle et donc d’une classification des micro-organismes,
outre son intérét scientifique, a été liée aux découvertes du role de certains d’entre eux dans
les maladies infectieuses et la détérioration des denrées alimentaires, et a leur utilisation
dans la production d’aliments et boissons par fermentation de produits naturels. Jusque
vers le début du xx¢ siécle le monde vivant a été divisé en animaux et végétaux, les micro-
organismes étant assignés a l'un ou autre groupe (protozoaires, protophytes). La premiere
modification a consisté en la séparation des champignons en un groupe distinct, fondé
sur les différences chimiques majeures de leur enveloppe cellulaire (§ 4 et 5). Les « bacté-
ries » ont été également identifiées comme un groupe a part sur la base de leur trés petite
taille, de la spécificité de leur paroi ainsi que de I'absence de membrane nucléaire (§ 3).
La classification du monde vivant reconnaissait alors cinq domaines : Animaux, Plantes,
Champignons, Protistes et Bactéries (R.H. Wittaker, 1959). Rappelons que les Archées
n'ont été identifiées comme telles que plus tardivement (1967) (§ 2 et 3). Ultérieurement,
les observations en microscopies optique et électronique ont conduit a la définition de
deux groupes cellulaires, Eucaryotes et Procaryotes, amenant a une classification binaire
(RY. Stanier & C.B. Van Niel, 1962), positionnant les Procaryotes a la base de 'arbre
universel sur le critére que ce sont eux qui auraient donné naissance aux Eucaryotes.

Critéres d'identification

Si les principes théoriques de la taxinomie sont les mémes que pour les autres étres
vivants, plusieurs difficultés apparaissent dans leur application aux micro-organismes
en général, et plus particulierement aux procaryotes. Il en est ainsi de la difficulté a
définir la notion d’espéce chez ces organismes. En effet cette notion, définie comme
une population dont les individus peuvent naturellement se croiser et produire une
descendance fertile, n’est pas applicable chez des organismes a reproduction asexuée
(voir Chapitres 3 et 5). Leur structure unicellulaire limite [utilisation des criteres
morphologiques. Enfin, les caractéres physiologiques sont peu discriminatifs. Certains
peuvent en effet étre partagés par des espéces phylogénétiquement distantes (par un
mécanisme de convergence) ou au contraire absents chez des espéces proches (méca-
nisme de régression) (§ 2.5). L'identification d’un procaryote et son classement dans
un taxon ont largement progressé grace a la disponibilité de méthodes moléculaires®.
Le concept d’espéce selon ces méthodes a dorénavant été défini par le niveau d’identité
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de séquence (la capacité d’hybridation ADN-ADN) de leur ADN total ou, par défaut,
de leurs génes ribosomaux. Une espéce sera le regroupement de souches présentant un
degré de similarité d’au moins 70 % pour leur ADN, ou 97 % pour les génes ribosomaux,
associé a un ensemble de propriétés physiologiques communes qui les différencient des
souches d’une autre espéce. Il existe toutefois des exceptions a cette régle.

Jusqu’a la fin des années 1960 les Archées étaient considérées comme des Bactéries
particulieres (d’oti le nom d’Archébactéries). Peu distinguables morphologiquement des
Bactéries « vraies », ces organismes étaient groupés en considération de leur habitat ou
d’une particularité métabolique : halophiles, thermophiles, méthanogenes. Ces déter-
minations, cependant, regroupaient aussi des procaryotes strictement définis comme
des Bactéries. Ce ne sera que quelques années plus tard, grace a 'approche moléculaire,
qu’il deviendra possible, et nécessaire, de séparer ces organismes des Bactéries pour les
classer dans un domaine propre (voir Figure 1.3).

Procédures d’'identification

Lidentification des micro-organismes procede selon les principes classiques de compa-
raison a d’autres organismes connus pour définir ressemblances et différences. Des clefs
de classification définissent les caractéres importants qu’il faut examiner dans ce but.
Il existe essentiellement deux modalités d’identification, fondées pour la plus ancienne
sur des critéres phénotypiques et pour la plus récente sur des criteres moléculaires.
Cette derniére est actuellement prédominante, en particulier pour la détermination
des pathogenes, et essentielle pour la majorité des organismes non cultivables ou extré-
mement difficiles a cultiver dans les conditions de laboratoire. Le choix d’'une méthode
doit étre considéré en fonction de l'utilisation prévue : pratique (bactériologie médicale,
microbiologie industrielle) ou théorique (classification selon Ihistoire évolutive).

a. La procédure d’'identification phénotypique

La procédure d’identification phénotypique utilise un large éventail de caracteres :
aspect externe (morphologie, coloration de Gram ou autres, motilité, formation de
spores, aspects des colonies), capacités culturales (aérobiose ou anaérobiose, tempéra-
tures et pH possibles et optimaux), capacités métaboliques (présence d’enzymes telles
que catalase, oxydase, etc.), nature des antigénes de surface (sérogroupage), sensibilité
a des bactériophages (lysotypie), profil moléculaire (composition en bases de ’ADN,
profil protéique), etc.

Les procédures classiques d’identification phénotypique se déroulent en deux temps.
L’échantillon a analyser provient généralement d’un prélevement corporel (urine, sang,
salive, feces, etc.), du sol ou de produits destinés a la consommation, suivant qu’il s’agit
de bactériologie médicale ou agroalimentaire. Il est généralement petit et complexe
(impur). Il faut donc initialement réaliser une culture pure, cest-a-dire dont les cellules
sont issues d’une unique cellule mére de 'organisme a étudier® (voir Chapitre 3), pour
obtenir le matériau nécessaire pour la suite des opérations. Les capacités métaboliques
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(utilisation de divers substrats) peuvent étre déterminées soit via des cultures en milieu
liquide (délais de réponses minimaux de 24 a 48 heures), soit par des réactions biochi-
miques sur des aliquotes cellulaires au moyen de tests de natures turbidimétrique ou
colorimétrique (délais de réponses inférieurs a 24 heures)®. Chaque résultat est repré-
senté par un code-barres, et des logiciels d’interprétation fournissent I'identification de
la souche. Cette méthode donne de bons résultats mais elle est laborieuse, cotteuse et
parfois peu pratique car assez longue a mettre en ceuvre. L'identification d’un patho-
gene nécessite tres souvent une réponse rapide pour compléter un diagnostic et initier
une thérapie ciblée. Des kits d’analyse de capacités enzymatiques, disponibles sous
forme de tubes multitests (voir Figure 1.2A), spécifiques soit d’une famille bactérienne
(par exemple Entérobactéries), soit d'un genre (par exemple Salmonella), permettent
d’identifier rapidement et a colit moindre de nombreuses espéces, en particulier des
pathogenes responsables de maladies gastro-intestinales. Des versions plus récentes
de ces tests ont été développées sous forme de galeries miniaturisées, qui analysent
simultanément jusqu’a 50 caractéres biochimiques en les associant a un antibiogramme,
permettant 'identification d’une souche en 24 a 48 heures.

b. Les clefs dichotomiques d'identification

Des clefs dichotomiques d’identification (analogues a celles utilisées en botanique ou
en zoologie) permettent I'identification d’une souche par une série d’étapes conduisant
aux différents niveaux d’une table d’identification, au fur et & mesure de la réponse a
chacun des caractéres analysés (voir Figure 1.2B).

c. Les méthodes d'identification moléculaire

De nombreuses méthodes d’identification moléculaire, fondées sur 'analyse de PADN
ou des protéines®, ont été développées pour contourner certaines limites de I’identifica-
tion phénotypique, dont la non-cultivabilité en laboratoire. Nous discuterons seulement
la méthode de classification moléculaire fondée sur 'analyse de ’ADN, qui consiste
a séquencer un géne ou une portion de génome, et & comparer cette séquence avec
celles d’'une banque de référence. Chaque base de PADN peut étre considérée comme
un caractére en soi, ce qui rend trés informative une séquence méme de 1 000 paires de
bases (taille moyenne d’un géne procaryote). Le géne de PARNTr de la petite sous-unité
ribosomale (codant ’ARNr 16S ou 18S chez les procaryotes et Eucaryotes, respective-
ment) (§ 3.2;4.1), présent chez tous les organismes, a des caractéristiques qui en font un
excellent marqueur d’identification des micro-organismes (§ 2.5). Il est admis que deux
souches présentant des séquences de leur ARNr différant de plus de 3 % (c’est-a-dire que
leur pourcentage d’identité est inférieur a 97 %) appartiennent tres probablement a deux
espéces différentes. La réciproque toutefois n’est pas vraie, puisque des souches d’espéces
différentes peuvent avoir des séquences d’ARNr 16S ou 18S ayant un pourcentage d’iden-
tité supérieur a 97 %. Dans ce cas le comité chargé de la systématique des procaryotes
recommande d’utiliser les pourcentages d’hybridation ADN-ADN, qui doivent étre d’au



Introduction a la microbiologie

Voges- Harnstoff /
Glucose Ornithine Adonidol Arabinose Proskauer test urée
Lysine H,S/Indole Lactose Sorbitol Dulcitol Citrate

/ 4% %% 2% 4 4

Production de gaz

B Coques a Gram+
ne poussent pas poussenten
en aérobiose aérobiose
~ /o T~
Anaérobies strictes Catalase ~ Catalase * Catalase +
Peptostreptococcus anaérobies anaérobies aérobies strictes
Pegtococcus Staphylococcus Micrococcus
arcina /\ )/\
Avec Capsule Coagulase ™ Coagulase
Sans capsule Streptococcus Staphylococcus Staphylococcus
pneumoniae non aureus aureus
Stomacoccus
Non tolérance au sel
Streptococcus p
Tolérance au sel
Lactococcus Enterococcus
Leuconostoc
X Aerococcus
Pediococcus Leuconostoc
Gemella Pediococcus
)/\ Streptococcus agalactiae
Vancomycine - Vancomycine -
sensibles résistantes
Leuconostoc
/\ Pediococcus
PYR —
Streptococcus PYR *
autres que Streptococcus
pyogenes pyogenes
Lactococcus Gemella

Figure 1.2 — Procédures d'identification

A. Un systéme miniaturisé de tests enzymatiques ; exemple d'un Entérotube « mul-
titests ». Un tube en plastique est compartimenté en douze chambres contenant cha-
cune un milieu de culture et un réactif spécifiques, destinés a tester les capacités de
fermentation d'une série de substrats, celles-ci faisant virer la couleur du réactif. Un fil
métallique traverse tout le tube et dépasse a chacune de ses extrémités. Utilisé pour
I'ensemencement, il est chargé sur une colonie de la culture a tester, puis tiré a par-
tir de I'extrémité opposée, permettant ainsi d'inoculer toutes les chambres du tube.
Celui-ci est mis a incuber. Les résultats, exprimés sous forme d'un code-barres, sont
interprétés par un ordinateur. B. Utilisation d’une clef dichotomique d’identification.
Exemple d'application a un échantillon de Bactéries a Gram™. La réponse positive a la
coloration de Gram et la forme de la cellule ont conduit a positionner |'organisme étu-
dié parmi trois grands groupes, bacilles a Gram*, bacilles et coques a Gram~, coques
a Gram*. Progressivement, la croissance de |'échantillon dans une série de conditions
biochimiques et physiques, selon le schéma décrit, permet d’obtenir I'identification de
I'espece.
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