Microbiologie
de Prescott

\ 6 édition







Microbiologie de Prescott



Extrait du catalogue
De Boeck Supérieur

ARcHAMBAUD, CLAVE, GROSJEAN, PASQUIER, Bactériologie et virologie pratique, 4° éd.
GRIFFITHS, WESSLER, LEWONTIN, CARROLL, Introduction a I'analyse génétique, 6° éd.
JANEwAY, MURPHY, WEAVER, Immunobiologie, 4° éd.

PraTT & CORNELY, Biochimie, 3° éd.

MuRrRray, BENDER, BoTHAM, KENNELLY, RODWELL, WEIL, Biochimie de Harper, 5 éd.
RAVEN, JoHNSON, MasoN, Losos, Duncan, Biologie, 6° éd.

Raven, Evert, EicHHORN, Biologie végétale, 3° éd.

SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, Identification spectrométrique de composés organiques, 3° éd.
Voer & VoET, Biochimie, 3° éd.

VOLLHARDT & SCHORE, Traité de chimie organique, 5° éd.



Willey | Sandman | Wood

Microbiologie de Prescott

6° édition

Traduction de V. Boutin, J.-P. Joseleau et R. Perraud



Ouvrage original

Prescott’s Microbiology, 12° Edition, Willey, Sandman, Wood, 2023. Original edition copyright (2017) by McGraw-Hill Education. All rights
reserved. The French edition copyright (2018) by De Boeck Supérieur. All rights reserved.

Pour toute information sur notre fonds et les nouveautés dans votre domaine de spécialisation,
consultez notre site web : www.deboecksuperieur.com

© De Boeck Supérieur s.a., 2023 ¢ édition
Rue du Bosquet, 7, B-1348 Louvain-la-Neuve

Tous droits réservés pour tous pays.
II est interdit, sauf accord préalable et écrit de I’éditeur, de reproduire (notamment par photocopie) partiellement ou totalement le présent
ouvrage, de le stocker dans une banque de données ou de le communiquer au public, sous quelque forme et de quelque manicre que ce soit.

Dépor légal
Bibliothéque nationale, Paris : octobre 2023
Bibliotheéque royale de Belgique, Bruxelles : 2023/13647/163 ISBN 978-2-8073-5144-8



A propos des auteurs VIl

Partie 1 Introduction a la microbiologie

1

o Ul b WN

La microbiologie et I’évolution des micro-organismes
La microscopie

La structure de la cellule bactérienne

La structure de la cellule archéenne

La structure de la cellule eucaryote

Les virus et les autres agents infectieux acellulaires

1
23
44
80

91

109

Partie 2 La nutrition, la croissance et le contrble

des micro-organismes
La croissance des bactéries et des archées

Le contréle des micro-organismes
dans I'environnement

La chimiothérapie antimicrobienne

Partie 3 Le métabolisme microbien

10
1"

12

Introduction au métabolisme

Le catabolisme : libération et conservation
de I'énergie

Lanabolisme : I'utilisation de I'’énergie
dans la biosynthese

127

162
179

201

219

255

Partie 4 La biologie moléculaire et la génétique

13
14
15

16
17
18

microbiennes
Le génome bactérien : la réplication et I'expression
Régulation des processus cellulaires

Réplication et expression du génome des eucaryotes
et des archées

Les mécanismes de la variation génétique
Les technologies de ’ADN microbien
La génomique microbienne

Partie 5 La diversité du monde microbien

19
20
21
22
23

Les Archées

Les bactéries a Gram négatif non protéobactériennes
Les protéobactéries

Les bactéries Gram-positives

Les protistes

277
310

336
353
377
397

419
433
455
479
498

Sommaire

24 |es champignons ou fungi
25 Lesvirus

Partie 6 Ecologie et symbiose

26 Lexploration des micro-organismes

dans les écosystemes
Les interactions microbiennes

Recyclage biogéochimique et changement climatique
global

Les micro-organismes des écosystemes
marins et d’eau douce

Les micro-organismes des écosystémes terrestres

27
28

29

30

Partie 7 Pathogénicité et réponse de I'hbte
31
32
33
34

La résistance innée de I'hbte
Limmunité adaptative

L’écosystéeme Homme-micro-organisme
Linfection et la pathogénicité

Partie 8 Les maladies microbiennes,
leur détection et leurs contrbles

L’épidémiologie et la microbiologie

en santé publique

La microbiologie et I'immunologie cliniques

35

36

37 Les maladies humaines dues aux virus

et aux prions
38 Les maladies humaines dues aux bactéries
39 Les maladies humaines dues aux champignons

et aux protistes

Partie 9 Microbiologie appliquée
40 La microbiologie des aliments
41 La biotechnologie et la microbiologie industrielle
42 La microbiologie environnementale appliquée

Revue de la chimie des molécules
biologiques A-1

Annexe |

Annexe 2 Les voies métaboliques principales A-2

Glossaire G-1
Index I-1

518
532

556
571

584

599
617

636
663
696

714

730
750

769
801

845

871
887
898



Une approche moderne de la microbiologie

’évolution comme cadre

Elle est introduite immédiatement, dés le chapitre 1 et sert de theme
dominant tout au long de 'ouvrage. Elle permet de réunir les concepts
microbiologiques et offre un cadre sur lequel les étudiants peuvent
construire leurs connaissances.

Sommaire

A propos des auteurs vil 24 Les champignons ou fungi 518

B 25 Les virus 532
Partie 1 Introduction a la microbiologie

Une introduction au monde microbien entier —— |

Elle concerne les chapitres 3 4 6. Les chapitres séparés sur la structure
et le fonctionnement des bactéries et des archées sont suivis d’une in-
troduction sur les cellules eucaryotes et les virus.

Une large couverture de I’écologie microbienne
Limportance et la nature multidisciplinaire de I’écologie microbienne
sont démontrées par le contenu qui va du changement climatique glo-
bal au microbiome humain.
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—t— La microbiologie et 'immunologie moléculaires

Cette 6° édition frangaise a été actualisée en génétique, en biotechno-
logie, en génomique et métagénomique, en immunologie et sur le
microbiome humain. Une description mise 4 jour de I'immunité, avec
plus de détails sur les liaisons innées et adapratives, aide les étudiants
a saisir la complexité et la spécificité des réponses immunitaires. Le
microbiome et son impact sur ’homéostasie humaine sont introduits
au chapitre 33, L'écosystéme Micro-organisme-Homme.

Le SARS-CoV-2 et I'impact du COVID-19

La virologie du SARS-CoV-2 et la pathobiologie du COVID-19 sont
présentées aux étudiants respectivement dans les chapitres 25 et 37.
Tout au long du texte, la pertinence des concepts face a la pandémie
est donnée dans des encadrés faciles A repérer.

Vi

Réticulum
endoplasmique Protéines.
structurales

Brocytose @

Vésicules
cytoplasmiques

Vésicule & double Génome a brin
membrane JARN positif

Figure 25.19 Réplication et sortie du virus. (1) La réplication virale a lieu dans des vésicules cytoplasmiques a double membrane qui protegent e génome et
concentrent les ribonucléotides précurseurs. (2) Les protéines structurales sont synthétisées dans le réticulum (3)La protéine de la nucléocapside en
association avec le génome a brin AR positi est enveloppée par des membranes pour former les vésicules cytoplasmiques (4) qui sortent de la cellule par exocytose.
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ADN génomique

La nucléase Cas9 coupe
les deux brins dADN,

par jonction non homologue.

Hybride ADN-ARN
W

ARNg o —ucléase Caso

La cassure du double brins est réparée / \ La cassure du double brins est réparée par

recombinaison homologue avec 'ADN donneur.

Figure 17.12 L'édition du génome avec la nucléase Cas9.
Cas9. PAM motif adjacent au r proto-espaceur.

I'édition du génome. Dans ce processus, 'ADN génomique peut étre
directement modifié et les modes opératoies sont suffisamment géné-
raux pour étre utilisés pour n'imporee quelle cellule dans laquelle de
PADN peut étre introduic et exprimé. |l Les réponses aus infections
vivales (ection 14.6)

Comme les enzymes de restriction, Cas9 est une endonucléase

Uhybridation entre FARN guide (ARNg et le chromosome renforce Factivité nucléase de

MINI ENQUETE Comment pourriez-vous assembler la molécule d ADN donneur pour recombinaison homologue ?

Des enzymes Cas9 peuvent étre synthétisées pour porter des
ARNg avee des séquences spécifiques de nucléotides, et programmer
ainsi la séquence de reconnaissance pour la nucléase. LARNg dirige
Cas9 4 s hybrider avec un site défini dans le génome, ce qui en fait le
mécanisme le plus précis disponible pour le ciblage et le découpage de
TADN. Chez les eucaryotes, tous dépourvus du systéme CRISP/Cas,

L La microbiologie du 21° siecle

La Microbiologie de Prescott est un livre précurseur grace
'ingénierie du génome par CRISPR, au changement cli-
matique global et aux piles & combustible microbiennes. Pour plus de
détails, voir les chapitres 17, 28 et 42.

a des textes
consacrés a

La métagénomique et le microbiome humain

La couverture élargie de la métagénomique et son importance dans la
compréhension du role des micro-organismes dans tous les milieux et
dans Pexploration des symbiotes des invertébrés et des humains appa-
raissent partout dans le texte. Le Chapitre 33, Iécosystéme Micro-or-
ganisme — Homme, explore le microbiome humain et son role dans la
santé et la maladie.

qui coupe les deux brins d'un ADN cible.
des enzymes de restriction, qui reconnaissent quatre 3 huit paires de
basespar contact entre PADN et e sie actf e Fenzyme, Casd escune

Cependang, & la différence  le processus d*édition

santes de l'endonucl

constituée d'un pol
(ARNg). La reconnaissance de PADN cible pour la coupure se produic
par hybridation d’environ 20 bases enere ARN et sa séquence com-
plémentaire ADN dans le génome (figure 17.12). Une seconde courte
série de bases, le motif adjacent au protoespaceur (PAM, pour pro-
tospacer adjacent motif), est localisé tout 3 coté de la région hybridante

sur le brin opposé de PADN

Chez les micro-organismes, le locus CRISP est la source de
et la nucléase Cas9 protége la ccllule
Les séquences dans le locus CRISPR dérivent

IARNg (voir figure 14.26),

dunc attaque viral
principalement d

plasmides), de sorte que la nucléase Cas9 d’une cellule micro
cible spécifiquement PADN étranger pour le détruire. L'extréme
spécificité conférée par PARNg est la clé de I'édition du génome car
chaque séquence cible de 20 bases n'apparait quune seule fois quel
que soit le génome. A Iinverse, une enzyme de restriction qui recon-
nait quelques nucléorides coupera le génome, en moyenne, toutes les

quelques mille bases.

ypeptide et d'un ARN guide
tible. Dans ce dernier

La figure 17.12ll
une séquence PADN
zyme, disponible pou

plément, 'ARNg induit un changement conformationnel dans la

partie protéique de la

francs. Dans le cas le
ques mobiles (bactériophages ct

et archées et tous les

homologue (SJNH)

imparfaies avec unc

héte. Ces moléeules peuvent étre ajoutées directement, ou peuvent
étre ajoutées sous forme d’ADN cloné régulé par un promoteur induc-

Sassemble ct remplit sa foncrion de découpage.

phosphodiesters dans les deux brins d’ADN, laissant des bouts

alors que la cellule tente de réparcr le dommage. Certaines bactérics

some. Si la réparation recrée la séquence originale, celle-ci est sensible
4 Paction de coupage de Cas9. En conséquence, des réparations

commence par 'introduction des deux compo-
 Cas9, lapocnzyme et 'ARNg, dans la cellule
cas, aprés induction, le complexe Cas9-ARNg
ustre la fagon done Cas9 reconnait et hydrolyse
spécifique. Une partie de 'ARNg sort de Ien-
r Phybridation. Aprés avoir localisé son com-
nucléase Cas9, qui hydrolyse alors les liaisons
plus simple, un point de mutation se produit
cucaryotes ont un systéme de jonction non-

pour abouter les deux morceaux du chromo-

déléion ou insertion de quelques paires de
La

bascs se produit typi

une mutation du cad)

re de lecture dans le géne qui résulte en unc

La sécurité au laboratoire

En reflétant les recommandations du CDC et de ’ASM, le chapitre 36
donne des directives spécifiques pour les meilleures pratiques de labo-
ratoire en vue d’aider les professeurs a fournir des conditions de sécu-
rité pendant les travaux pratiques en laboratoire.

Thémes d’intérét particulier

Organisés en quatre thémes — Diversité et écologie microbiennes,
Techniques et applications, Repéres historiques et Maladies — ces
thémes ciblés et intéressants offrent un point de vue supplémentaire

sur des sujets pertinents.

DIVERSITE ET ECOLOGIE MICROBIENNES

141 Les évents hydrothermaux : la vie a-t-elle commencé au fond de I'océan ?

Whether or not carly life was RNA-based, one thing is clear: the
origin of life needed cnergy to synthesize biomolecules. So, per-
haps the most fundamental evolutionary question is “Where did
biomolecules and the encrgy needed to build them come from?”
“Three hypotheses have been suggested. First, the panspermia theory
spe

e ather ~worldly biomolecules. Second, the more familiar pri-
‘mordial soup theory suggests that organic molecules were spontanc-
ously assembled by an input of cnergy, such as lighning strikes.
“The last ¢heory, which has gained evidence in recent years, hypoth-
esizes that both the energy and the molecules originated in hydro-
thermal vents. Let's explore the hydrothermal vent theory.
Hydrothermal vents are geothermally active deep-sca chasms thou-
sands of meters below the surface of the occan. Their discovery in
1977 sparked tremendous excitement as images of entircly new eco-
systems with mysterious organisms captured the attention of scien-
tists and the public (see section 27.2). These vents pump 400°C
sulfide-rich water into cold ambient water, causing the sulfide to
instantly precipitate, so these chimneylike structures are dubbed
“black smokers.” In 2000, scientists made yet another deep-sea
discovery with a different kind of vent system. These are cooler
(45-90°C) and alkaline (pH 9-11). When thesc waters mix with
the surrounding scawater (pH about 8.0), calcium carbonate pre-
cipitates, forming white chimneys, as seen in the Lost City vents
(box figurc).

“This pH gradient is critical o the hypothesis that a vent system,
such as Lost City, could be the origin of biomolecules. As you may
have learned when studying mitochondria or bateries, the separa-
tion of positive and negative charges captures potential encrgy
(remember that encrgy can't be created). In Lost City vents, the
thin walls of the chimneys scrve to separate these fluids with as
much as a 3-unit pH difference. The question now being asked is

lates that metcorites bombarded our planet, bringing with

DKelley, Univrsiy ofWashingon.

“Was this potential energy tapped to convert CO, in scawater to
simple carbon-based molecules, such as amino acids, short hydro-
carbons, and others?”

If the answer is yes, a 2019 study shows that a mixure of molecules
called single-chain amphiphiles (SCAS), which are simpler ver-
sions of more familiar phospholipids, can form vesicles in hor, al-
kaline pH seawater that mimics that of Lost City. Putting this
together, we can hypothesize a seies of events that occurred 3.7—
4.0 billion years ago. First, the presence of the pH gradient across
geological barriers in the Lost City drove the formation of random
organic molecules, some of which were SCAs. These SCAs accu-
mulated and formed vesicles that entrapped fluids preserving the

pH gradient. These vesicles had the encrgy to test the formation of

different molecules. Was one of them RNA?

91 La chloroquine et le COVID-19 : un récit édifiant

Dans les premiers jours de la pandémie du COVID-19, causé par le
coronavirus SARS-CoV-2, la recherche pour réorienter des médica-
ments existant pour le traiter (peut-étre le guérir) fut intense. A
mesure que la pandémie s'érendait, il apparaic que Iattente de nou-
veaux médicaments 2 développer et 3 tester semblait insupportable.
Pendant I'épidémic de SARS de 2003, il fut démontré que la chloro-
quine et son dérivé I'hydroxychloroquine (figure de PEncadré) pou-
vaient bloquer la réplication du coronavirus impliqué, le SARS-CoV,
in vitro. Bien que le mécanisme antiviral de ces médicaments reste
en question, une théoric en faveur qu'ils empéchent le dével-
oppement du cycle de vie du virus en élevant le pH de l'end

28 Mars : L'U.S. Food and Drug Administration (FDA) délivre une

autorisation en urgence permercant lurilisaion étendue du médica-

ment.

10 Avril : Des rapports de personnels de santé de premire ligne sug-

gére que le médicament n'est pas efficace et peut méme avoir des ef-

fets néfastes sur les patients.

13 Avril, 22 Avril : Deux essais cliniques rapportent que I'hydroxy-

chloroquine ont échoué & démontrer un bénéfice porentiel pour le

traitement des patients atteints de la COVID-19.

24 Avril : Le FDA délivre une mise en garde contre I'utilisation de
sans h

le virus se trouve lorsqu'il pénétre dans la cellule hote.
Malheureusement, le désir de trouver un traitement se heurta
au manque de compréhension de savoir comment les essais de médi-
caments doivent étre réalisés pour protéger le public des substances
inefficaces et peu sires. En publiant hitivement des essais cliniques
de qualité douteuse, la communauté scientifique porte une certaine
responsabilité pour la confusion qui s'en est suivie. Certains événe-
[ments autour de la chloroquine et hydrochloroquine dans la pre-
iére moitié de 2020 comprennent :
Février : Le journal Cell Research public une lettre 3 'éditcur par
s scintifiques chinois, dont un expert du coronavius de renom,

18Mai: Donald T
A titre prophylactique.

26 Mai : Le journal médical The Lancet public un vaste essai cli-
nique qui conclue & la non efficacité de I'hydroxychloroquine pour
traiter la COVID-19 ec augmenter le risque de mortalité

The Lancet retire article publié e 26 Mai du fait des inquié-
tudes sur la qualité des données.

15 Juin : LU.S. FDA annule son autorisation d‘emploi de la chloro-
quine et de I'hydroxychloroquine.

20 Juin : Ulnstitut National de la Santé américain (NIH) arréte un
essai clnique du fac de absence de preuves démontranc que les

Uil prenddel"hy

uggérant que le pourrait étre
icace pour la lutte contre le COVID-19.

15 Révrier : Un groupe de scientifiques francais public un édicorial
emblable dans International Journal of Antimicrablial Agents.

i 4 fin Février : Plusicurs organes d'information reporcent des
Irésultats prometeeurs de récents essais cliniques utilisant la chloro-
lquine et Ihydroxychloroquine plus facilement buvable dans le trait-
fement de patients atteints de la COVID-19.

16 Mars : Lentreprencur Elon Musk tweete que la chloroquine

[pourrait écre efficace dans le traitement du COVID-19.

20 Mars : Le Président des USA, Donald Trump, annonce que la

lehloroquine «change Ia donnen,

23 Mars : Les paticnts qui prennent de la chloroquine et de
Phydroxychloroquine contre les maladies auto-immunes, depuis

[plusicurs années, rapportent des pénuries de ces médicaments.

[24 Mars : En Arizona un homme meurt et sa femme devien grave-

ment malade aprés avoir ingéré un nettoyant pour aquarium 2 base

lde chloroquine en pensant se protéger du COVID-19.

[25 Mars : 1'Organisation Mondiale de la Santé annonce un essai
linique international d’envergure pour tester la stireté et I'efficacité

lde Ihydroxychloroquine contre le COVID-19.

en causes soient cfficaces pour le traitement du
COVID-19.

Depuis cette époque, la chloroquine et hydroxychloroquine
sont largement revenus sur le marché pour le traitement de la ma-
laria et les maladies auto-immunes. Espérons que nous n'aurons pas
A attendre la prochaine pandémic pour savoir si toutes les parties
prenantes ont tiré la legon de lessor et la chute de ces médicaments.
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Les maladies
humaines dues
aux bactéries

arbre généalogique de la peste

VCG Wilson/Corbis/Getty Images

siecles suivants, comme illustré dans le tableau ci-dessus de Josse
Lieferinxe, datant de 1497. Si les Européens étafent les victimes de vagues

Pvaﬂquemem tout le monde a entendu parler de la Mort Noire

‘épidémie de peste en Europe, de 1347 1351, dont environ 40 %
de la population est morte. Due 4 Ia bactérie Gram-négative Yersinia
pestis, elle a é16 appelée la Mort Noire car les victimes saignaient sous
la peau et subissaient des nécroses (morts cellulaires) des extrémités, ce
qui donnait une peau noir-violet.

Depuis presque aussi longtemps que la Mort Noire a été étudiée, on
pensait que [épidémie de 1347 et les autres vagues de peste qui ont suivi
au cours des siécles suivants étaient des de
¥. pestis venant d'Asie. Mais, de nouvelles preuves suggérent que cela ne
serait peut-étre pas le cas. L'Europe pourrait avoir rendu la pareille et
avoir fourni une souche plus virulente de Y. pestis en Asie.

Comment faites-vous pour étudier une maladie épidémique qui a eu
lieuily a plus de 500 ans? Vous associez une équipe darchéologues, qui
peut trouver, documenter et exhumer des tombes, avec une équipe
d'anthropologues légistes et de bactériologistes, qui peut extraire,
séquencer et analyser 'ADN de Y. pestis a partir des dents et des os. Les
études des victimes de la peste en Espagne, Angleterre, Allemagne et en

de Y. pestis venant d'Asie, 'ADN bactérien de chaque
flambée devrait indiquer des souches génétiquement diférentes. Mais,
FADN de Y. pestis issu de victimes allant du quatorzieme au dix-septime
siécles est trés similaire, suggérant qu'i sagissait de la méme souche qui
a persisté jusqu’a la dernire épidémie en France en 1722, Certains
scientifiques pensent que la souche Y. pestis de la Mort Noire est
devenue plus virulente et est retournée en Chine, ol elle a causé des
flambées aux dix-neuvieme et vingtieme siécles.

Pourquoi quelqu'un s'intéresserait-l a une maladie qui est survenue
ily a aussi longtemps ? Le COVID-19 nous a assurément montré que les
maladies émergent et se déplacent. Nous devons comprendre e passé
pour faire face au futur. Dans ce chapitre, nous allons étudier les
bactéries qui donnent des maladies humaines. Méme s'l st bon de se
rappeler que seule une toute petite fraction des bactéries sont
pathogenes, il est sage de se familiariser avec celles qui impactent
négativement les Hommes

Test de i =1

respecte I'étudiant

| _— Microfocus—Chaque chapitre débute par une histoire vraie il-
lustrant la pertinence du texte qui suit.

Test de connaissances—Lintroduction de chaque chapitre

D'aprés ce que vous avez appris, vous devriez étre capable de :

comprend une liste des compétences qui définit les connaissances

Russie donnent maintenant une histoire plus compléte quoique plus
complexe de Iévolution de Y. pestis. Il est largement admis que I'histoire
commence vers 1320 avec une flambée de peste en Mongolie ; e Ia, elle
s'est répandue en Chine dans les années 1330. Elle est arrivée en Europe
n 1347 via une douzaine de bateaux qui ont accosté en Sicile, ol des
écrits de Iépoque décrivent des marins morts couverts de furoncles
noirs. De la Sicile, la maladie est rapidement remontée vers le Nord,
atteignant a Russie en 1351,

‘Aprés que I'épidémie de peste s'est calmée au milieu des années
1350, elle réapparait toutes les quelques générations au cours des trois

V Décrire la biologie cellulaire de base des bactéries (sections 3.2 4 310)

V/ Décrire les mécanismes d'action des principales classes d'antibiotiques
(section 9.4)
Comparer et différencier les principes généraux de I'immunité innée et
adaptative (chapitre 31; section 32.1-32.8)

¥ Expliquer comment les principaux agents pathogénes provoquent une
infection

¥/ Faire la diffé les différents types de tion 35.6)

v Expliquer (de facon générale) les méthodes grace auxquelles les
bactéries sont identifiées (chapitre 36)
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préalables, indispensables aux étudiants pour comprendre ce qui

suit.

Des références croisées—Des références internes
renvoient les étudiants vers d’autres parties du livre &
revoir.

(ﬁgure 16.24); B Le bactériophage lambda - un htznmnp/mqt tem-
Ppéré (section 25.2) @ La transduction spécialisée

Test de compréhension—Des questions dans le texte
explicatif de chaque chapitre aident les étudiants a
malitriser les concepts de la section avant de passer a

, .
d’autres sujets.

Les objectifs d’apprentissage—Chaque section de
chaque chapitre débute par une liste des activités liées au
contenu que les étudiants devraient pouvoir réaliser apres
la lecture.

La mini-enquéte—Des figures choisies dans chaque
chapitre contiennent une question de réflexion don-

Pp-| Test de c

1. Décrivez la transduction généralisée et comment elle se produt.
Qulest-ce qu'un transduit abortif ?

2. Quest-ce quune transduction spécialisée et comment apparait-elle ?

3. Comment pourrait-on dire si un transfert génétique horizontal est i
a une transduction généralisée ou spécialisée ?

4. Pourquoi la cellule ne se lyse-t-elle pas aprés une transduction
réussie avec un phage tempéré ?

5. Décrivez en quoi la conjugaison, la transformation et a transduction

sont similaires. En quoi sont-elles différentes ?

16.9 L'évolution en action :
le développement de la résistance
aux antibiotiques chez les bactéries

Aprés lecture de ce paragraphe, vous devriez étre capable :

W de décrire un plasmide R et ses éléments génétiques associés

W de faire la distinction entre éléments intégratifs conjugatifs,
transposons, et plasmides conjugatifs

W décrire comment des éléments génétiques mobilisent des parties
de chromosomes

Trois ans aprés le débur de Purilisation massive de la pénicilline dans
les années 1940, des bactérics résistantes & la pénicilline furent trou-
vées dans des écha ucs. Afin de comprendre origine de
s ! h 1

nant a I’étudiant une occasion supplémentaire de se
tester.

Vil

la nature, les produisant des doivent

Blg

tnpA tnpR

Figure 16.25 Un plasmideR. ~Le plasmide R1 est un plasmide R
qui contient e transposon réplicatif Tn3. Tn3 contient le géne de la
P-lactamase (bla), une enzyme qui confere la résistance & fampicilline
(amp). Notez que Tn3 est inséré dans un autre élément transposable,
Tnd. Tnd porte les genes qui procurent la résistance & la streptomycine
(Sm) et aux sulfamides (Su). Le plasmide R1 contient aussi les génes de
résistance & la kanamycine (Km) et au chloramphénicol (Cm). La région
RTF de R1 code pour les protéines nécessaires a la réplication et au
transfert du plasmide. La transposase et la résolvase sont encodées par
tnpA et tnpR, respectivement

MINI ENQUETE 713 étant un transposon réplicatif, que se passerait-i sil

aussi se protéger eux-mémes contre les antibiotiques qu'ils sécrétent.

» de ce plasmide R vers un plosmide différent ?




Une organisation

Une iconographie instructive et vivante—Des représentations
tridimensionnelles et des couleurs vives et attrayantes facilitent
l'apprentissage.

Des figures annotées—Toutes les voies métaboliques principales et
tous les processus moléculaires sont annotés de sorte que chaque étape
soit clairement illustrée et expliquée.

Dans la coloration simple, un seul colorant est urilisé pour colorer
lumiere les micro-organismes (figure 2.16).
, Les rcchmquu de coloration différentielle, comme la coloration
B Un rayon lumincux qui passe de lair dans du verre ou vice versa,
est dévié selon un processus appelé réfraction (figure 2.1).
W Les lentilles focalisent les rayons lumineux en un point, le foyer,
et agrandissent les images (figure 2.2).

ou de lacido-résistance, permettent de différencier des
groupes de en les colorant d

(figures 2.17 ct 2.18a; (autres techniques de coloration
différentielle sont spécifiques pout
comme les capsules bactériennes et les flagelle-thgure 2.18¢.d)

1é
Mncept! clés
21 Les lentilles créent des images en

wctures particuliéres

2.2 llya plusieurs types de microscopes optiques

W Dans un microscope composé comme le microscope 4 fond clair, 2.4 Les microscopes électroniques utilisent
des faisceaux d’électrons pour créer des images
atres fort grossissement

finale (figure 2.3). B Le microscope électronique 3 transmission (MET) ucilise des

Pimage primaire est une image agrandi formée par un objectif.
Elle est ensuite agrandic par un oculaire pour donner I'image

® La résolution du microscope augmente quand la longueur d'onde lentilles magnétiques pour former une image 3 partir des électrons
de la radiation, utilisée pour éclairer I'échantillon, diminue. La qui traversent une coupe tr2s fine d’un échantillon (figure 2.21).
résolution maximale d'un microscope optique est d'environ La résolution est élevée parce que la longueur d’onde du faisceau
0.2 pm (figure 2.4). délectrons est trés courte,

B Le microscope & fond noir n'urilise que la lumidre réfractée pour B Les échantillons sont habituellement préparés par des méthodes
former unc image et les objets brillent sur un fond noir qui augmentent le contraste. Les échantillons peuvent étre colorés
(igure 2.6). par un traitement avec des solutions de métaux lourds comme

W Le microscope i contraste de phase convertit les différences Tosmium, I'uranium et le plomb. Ils peuvent également étre
dindice de réfraction en différences d'intensité lumineuse et rend préparés pour le microscope électronique A transmission par
ainsi visibles des cellules vivantes sans couleur, non colorées coloration négative, ombrage métallique ou cryodécapage
(figures 2.8 2 2.10). (figures 2.23 ct 2.24).

B Le microscope i contraste d'interférence différenticlle utilise deux ™ Le microscope électronique & balayage est utilisé pour éeudier les
rayons lumincux pour donner des images trés contrastées caracrriiques de ;16 surface externe des micro-organismes
déchantillons vivanes (figure 2.11). (figures 2.25 et 2.26).

- N fclaiio un & ; B Lacryotomographie électronique (cryo-ME) permet la
W Le microscope 3 fluorescence éclaire un échantillon marqué par A , ! ;
visualisation de molécules simples et de structures moléculaires
un fluorochrome et forme une image de sa fluorescence ! .
complexes. Les échanillons sont rapidement congelés, et pendant
(Rgures 2.12-2.14). e i ’
s ) X leur examen, une séric d’images sont prises, qui sont ensuite
B Le microscope confocal sert & étudier des échantillons épais et

combinées et traitées pour obtenir une reconstruction

complexes. Tl erée unc image en n'utilisant que la lumiére
émanant du plan focal et en bloguant les rayons parasites venane
des parties inféricures ct supéricures au plan focal (figure 2.15).

tridimensionnelle de l'objer (figure 2.27).

2.5 La microscopie a balayage de sonde
peut visualiser des molécules et des atomes
B Les microscopes 3 balayage de sonde atteignent de trés forcs
gro:
molécules biologiques (igures 2.28 et 2.30).
La microscopic  balayage & effet tunnel permet de visualiser des

2.3 La coloration des échantillons permet de visualiser
et d’identifier les micro-organismes

W Les échantillons sont souvent fixés ct colorés avant d’écre observés
au microscope & fond clair. Il y a deux méthodes de fixation : la
fixation 4 la chaleur et la fixation chimique.

W La plupare des colorants sont soit des colorants basiques chargés
positivement, soit des colorants acides chargés négativement. Ils se
lient aus parties fonisées des cellules.

ements qui permettent aux scientifiques de visualiser des

surfaces moléculaires en uilisant Pineraction dlectronique entre
la sonde et I'échantillon, tandis que la microscopic a force
atomique peut balayer la surface de moléeules qui ne conduisent
pas bien I dlectricité (fgure 2.29).

ui respecte l'étudiant

La synthese rauto-inducteur @ Faibles de?slles Densltg cellulaires
conduit a un niveau élevé @ @ cellulai élevées :
de I'expression de -3 @ transcription la concentration en Al
I'opéron lux. de I'opéron fux s'éleve ; la transcription
Al peut diffuser o & son niveau de base’ de I'opéron ux aussi
dans et hors des 0
@ cellules . @

£
Acy-ACP @

@A—— ] Al@utoinducteur) o @
a -~ =

Figure 14.23 La perception du quorum chez V. fischeri. La molécule (Al) signal AHL diffuse a 'extérieur de la cellule ; Quand la densité cellulaire est
élevée, la molécule CAHL retourne dans la cellule o elle se lie au régulateur transcriptionnel LuxR et Factive. LuxR activé stimule alors la transcription du géne
qui code pour IAHL synthase (iux), ainsi que les génes qui codent pour les protéines nécessaires  la production de lumiére.

() ADNdelalignée Vv, V, V3V,
germinale

D, D, D3 D, 4 3 4 [ Cs [

—_— C. Cs c,
(b) ADN de la cellule B aprés le premier
épissage de PADN (IgM)

TranscmdARN
(introns en noir)

Exposition & I'anllgene
v \/

Chame lourde de lgM

(c) ADN de la cellule B aprés ép
de 'ADN (IgG)

Transcrit SARN

(introns en noir) Commutation de classe

Figure 32.17 Laformation d'un géne pourla chaine lourde ~ v,%2{% ¢,
d'une molécule 'anticorps.  Un mécanisme similire est utilisé

pour la création de la diversité des récepteurs des cellules T. Chaine lourde de IgG

\

Des concepts clés— A la fin de chaque chapitre, cette fonc-
tionnalité, organisée par titres numérotés, résume le contenu en
ses composants essentiels accompagnés de références croisées
vers les figures et les tableaux.

.msavge Actif <

1. Vous préparez un échantillon pour la microscopie optique ; vous 2.
e colorez par la méthode de Gram, mais vous ne voyez rien
lorsque vous lexaminez au microscope optique. Citez les erreurs
que vous pouvez avoir faites ?

Quel type de microscopie et de coloration (si nécessaire)
uriliseriez-vous pour visualiser chacun des micro-organismes

suivants ? (Il peut y avoir plus qu'une réponse correcte.) Etre sir
dexpliquer votre réponse. Mycobacterium tuberculosis (qui

Apprentissage actif — Cette partie contient des questions
prises dans la littérature actuelle. Elles sont congues pour sti-
muler les capacités analytiques dans la résolution de problemes.

IX



Liste des modifications du contenu

Chaque chapitre a été réexaminé attentivement.

Partie I

Chapitre 1 — Nous ouvrons le texte en mettant davantage 'accent sur les
bases de I'évolution microbienne, plantant ainsi le décor pour dérouler ce
théme tout au long du livre.

Chapitre 2 — Une nouvelle section a été ajoutée, décrivant les progres
passionnants de la microscopie cryo-électronique et la visualisation des
biomolécules.

Chapitre 3 — Dans la présentation de la cellule bactérienne, les deux
principaux types de parois cellulaires ont été définis comme monoderme
et diderme, traduisant leurs différences structurales. Une nouvelle section
décrit la structure et la fonction des vésicules extracellulaires. Un encadré
« Diversité microbienne et écologie » présente les organites dépourvus de
membrane et la séparation de phase liquide-liquide. De nouvelles figures
complétent 'examen approfondi des protéines associées au nucléoide et
de la structure du nucléoide.

Chapitre 4 — La présentation de la cellule archéenne permet une compa-
raison poussée des cellules bactériennes et archéennes et un schéma dé-
taillé des lipides archéens. Les vésicules extracellulaires, les nanotubes et
les nanopodes sont décrits et illustrés.

Chapitre 5 — Une présentation actualisée des voies endocytaires et des
vésicules extracellulaires a été ajoutée.

Chapitre 6 — Cette introduction aux éléments morphologiques, physio-
logiques et génétiques des virus a été simplifiée avec de nouvelles images
et figures et une présentation actualisée des prions.

Partie Deux

Chapitre 7 — La discussion sur la croissance microbienne met en évi-
dence les progrés récents concernant 'anneau-Z et la formation du divi-
some. De nouvelles figures viennent compléter les discussions sur le cycle
cellulaire archéen, le développement du biofilm et la perception du quo-
rum. Un nouvel encadré Diversité Microbienne et Ecologie illustre com-
ment certains micro-organismes peuvent former du bio-béton.

Chapitre 8 — Le contréle microbien est réorganisé en méthodes phy-
siques, chimiques et biologiques, avec des informations sur la destruction
du virus SARS-CoV-2.

Chapitre 9 — En plus de passer en revue la structure et le mécanisme
d’action des classes antimicrobiennes, nous mettons I'accent sur la me-
nace grandissante de la résistance antimicrobienne.

Partie Trois
Chapitre 10 — Ce chapitre donne les bases pour comprendre la conserva-
tion de Iénergie et les biosynthéses.

Chapitre 11 — Les voies cataboliques et la conservation de I'énergie ont été
recentrées dans ce chapitre pour mettre en avant les processus bactériens et
archéens. Un nouveau programme artistique utilise des cartes conceptuelles
pour fournir des vues d’ensemble des stratégies cataboliques microbiennes
comme la respiration aérobie par opposition a la respiration anaérobie.

Chapitre 12 — Les voies biosynthétiques sont illustrées en détail dans ce
chapitre et quelques-unes ont été élargies pour y inclure des variations
archéennes. La biosynthese des lipopolysaccharides a été élaborée et illus-
trée dans une nouvelle figure.

Partie Quatre

Chapitre 13 — Les révisions de ce chapitre sur la biologie moléculaire de
base de la cellule incluent un examen approfondi et des images de l'ori-
gine de réplication et du réplisome. Une nouvelle section décrit les
contraintes physiques sur TARN et TADN polymérases en action sur la
méme matrice chromosomique.

Chapitre 14 — La régulation des processus cellulaires a été élargie pour y
inclure le controle par les structures secondaires de TARN comme les
thermometres 3 ARN et les T-box-riboswitch. Limportance des seconds
messagers est mise en évidence dans un paragraphe actualisé sur la régu-

lation du GMP-dicyclique.

Chapitre 15 — Ce chapitre se concentre sur un examen de la biologie
moléculaire des eucaryotes et des archées, incluant une introduction aux
condensats biomoléculaires des processus eucaryotiques. Les avancées ré-
centes sur la régulation génique des archées sont présentées, ainsi qu'un
examen actualisé de la transcription & partir d’une matrice de chromatine.

Chapitre 16 — Laccent mis sur les mutations et les réparations s'appuie
sur de nouvelles figures et une description actualisée des mécanismes de
réparation de TADN. Des études récentes sur les éléments génétiques
mobiles et les mécanismes de transfert génétique ont été incluses.

Chapitre 17 — Ce chapitre présente aux étudiants les techniques de labo-
ratoire courantes pour manipuler TADN, parmi lesquelles le clonage de
geéne, la PCR, lexpression génétique hétérologue et la technologie d’édi-
tion génomique CRISPR/Cas9. Une section sur la biologie synthétique a
été ajoutée.

Chapitre 18 — Les techniques génomiques essentielles, incluant le sé-
quengage de cellule unique et la métagénomique, ont été introduites avec
des applications dans le monde réel, y compris en relation avec le SARS-

CoV-2.

Partie Cinq

Chapitre 19 — La taxonomie archéenne reflete maintenant le formalisme
établi par la Genome Taxonomy Database. La matiére noire microbienne
est décrite, étant donné que beaucoup d’archées sont connues unique-
ment a partir de leur séquence métagénomique. La présentation des voies
archéennes du carbone a été simplifiée et le cycle de Wolfe de la métha-
nogenese hydrogénotrophe a été soigneusement annoté.

Chapitre 20 — La taxonomie bactérienne refléte maintenant le forma-
lisme établi par la Genome Taxonomy Database. En conséquence, les
organismes autrefois classés dans les delta- et les epsilonprotéobactéries
sont maintenant inclus dans ce chapitre. Les variations de I'enveloppe
cellulaire diderme sont examinées. Les bactéries a cible et le transport
extracellulaire des électrons ont été introduits et les discussions sur la ré-
sistance aux radiations de Deinococcus et 'acclimatation chromatique des

cyanobactéries ont été mises a jour.



Liste des modifications du contenu

Chapitre 21 — Ce chapitre sur les protéobactéries contient une nouvelle
section décrivant Acinetobacter. De plus, le cycle du £-hydroxy-aspartate
liant les autotrophes et les hétérotrophes en pleine mer est inclus.

Chapitre 22 — Ce chapitre sur les bactéries Gram-positives comprend
désormais les espéces de Mycoplasma. La section sur Streptomyces présente
une discussion sur les clusters de génes biosynthétiques.

.

Chapitre 23 — La classification mise & jour des protistes basée sur les
analyses phylogénomiques récentes est fournie & mesure que les clades de
protistes d’'importance médicale et environnementale sont présentés.

Chapitre 24 — Ce chapitre a été réorganisé en fonction des preuves phy-
logénétiques récentes. Les six groupes majeurs de champignons sont pré-
sentés.

Chapitre 25 — La taxonomie virale a été révisée et ce chapitre reflete la
classification utilisée par le Comité International sur la Taxonomie des
Virus. Le cycle biologique détaillé d’un coronavirus sert d’exemple de
virus 3 ARN a brin positif, présentant de cette fagon le cycle de réplica-
tion du SARS-CoV-2. Ceci est accompagné de figures.

Partie Six

Chapitre 26 — Ce chapitre présente une analyse des principales tech-
niques d’évaluation des populations et des communautés microbiennes et
comprend une discussion approfondie sur la métagénomique. Des appli-
cations des recherches environnementales et sur le microbiome sont in-
cluses.

Chapitre 27 — Ce chapitre sur les interactions microbiennes a été intégra-
lement repris, en regroupant les interactions en mutualisme, coopération
et antagonisme. De nombreux nouveaux exemples sont détaillés, en met-
tant Paccent sur 'interdépendance métabolique.

Chapitre 28 — Une introduction approfondie sur le recyclage des nutri-
ments et les cycles biogéochimiques précede 'étude des principaux cycles
élémentaires. De nouvelles illustrations donnent vie  ces cycles. Ce cha-
pitre s'appuie sur ces concepts pour expliquer le role des micro-orga-
nismes dans une discussion actualisée sur le changement climatique.

Chapitre 29 — Les paragraphes sur les adaptations microbiennes a I'envi-
ronnement marin et leur importance dans les océans pour le changement
climatique global ont été actualisés. Le théme de la microbiologie en eau
douce a été également révisé, en mettant 'accent sur les impacts anthro-
pogéniques.

Chapitre 30 — Ce chapitre compléte le chapitre 27 avec des paragraphes
sur les champignons mycorhiziens et les bactéries fixatrices de I'azote. Le
role des avancées de la métagénomique dans notre compréhension de la
microbiologie du sol est souligné. Le théme des phytopathogenes a été
développé.

Partie Sept

Chapitre 31 — Ce chapitre a été mis A jour et son organisation repensée
pour fournir une introduction concise & 'immunité innée, en incluant
des avancées dans notre compréhension du role de 'inflammasome et des
cellules lymphoides innées.

Chapitre 32 — Révisée et actualisée, cette discussion sur I'immunicé
adaptative et les immunopathologies fournit une vue d’ensemble actuelle
pour faire découvrir aux étudiants la dynamique de 'immunité humaine.
De nombreuses figures ont été reprises pour plus de clarté.

Chapitre 33 — Le domaine en pleine expansion du microbiome humain
est présenté. Ce chapitre suit celui sur 'immunologie pour une discussion
compléte du réle du microbiote humain sur la fonction immunitaire
ainsi que sur son role pour maintenir '’homéostasie du systeme.

Chapitre 34 — Ce chapitre fournit un large survol des maladies infec-
tieuses, depuis la transmission du pathogene jusqu'a la pathogénicité.

Partie Huit

Chapitre 35 — Ce chapitre a été révisé pour tenir compte des données
épidémiologiques, une discussion sur Ry et 'immunité de groupe et une
section actualisée avec les vaccins & ARNm. Lépidémiologie de SARS-
CoV-2 a été mise en évidence, ainsi que la gestion de la pandémie.

Chapitre 36 — Ce chapitre fournit aux étudiants une vue globale des
techniques clés de microbiologie et d’'immunologie permettant I'identifi-
cation des échantillons cliniques.

Chapitre 37 — Ce chapitre comprend maintenant une discussion com-
plete de notre compréhension actuelle de la pathobiologie du SARS-
CoV-2. La génomique et I'évolution du virus ont été soulignées, ainsi que
les manifestations cliniques du COVID-19.

Chapitre 38 — Les étudiants sont initiés aux maladies bactériennes, y
compris la pathogenese, la prévalence et la présentation clinique. Quand
cela est possible, 'importance de la prévention vaccinale est soulignée.

Chapitre 39 — Ce chapitre fournit une vue d’ensemble des maladies dues
aux champignons et aux protozoaires d’'importance locale et mondiale. Le
fléau mondial de maladies importantes comme la maladie de Chagas et la
malaria est souligné.

Partie Neuf

Chapitre 40 — Les bases de la sécurité alimentaire comprennent mainte-
nant une discussion sur les risques et les mesures de sécurité a toutes les
étapes, de la ferme au marché. Les méthodes pour tester la nourriture ont
été actualisées pour refléter 'utilisation des méthodes moléculaires et le
séquencage du génome entier.

Chapitre 41 — La portée croissante de la biotechnologie est illustrée par
plusieurs exemples, comprenant un paragraphe développé sur les en-
zymes industrielles dérivées des micro-organismes, les stratégies ration-
nelles de conception des vaccins, les biocapteurs microbiens et les
diatomées en tant que plateformes de nanotechnologie.

Chapitre 42 — La discussion sur la sécurité de I'cau a été complétée
pour inclure un paragraphe sur le suivi des sources microbiennes, et un
encadré sur le COVID souligne 'importance de la surveillance des eaux
usées pour le SARS-CoV-2, un aspect de la santé publique. La section
sur la biodégradation a été éroffée pour y inclure les hydrocarbures pé-
troliers, les molécules organiques halogénées et une description de la
plastisphere.

Xl
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La microbiologie
et I'évolution
des micro-organismes

Les champs de la microbiologie

Qu’est—ce que cela fait d’étre témoin de I'histoire ? Au cours les
prochaines années, la pandémie du COVID-19 sera étudiée par les
scientifiques, les cliniciens, et les politiques. Cependant, alors que la
pandémie du COVID-19 explosait, nous disposions des outils pour poser
un grand nombre des questions qui nécessitaient des réponses en temps
réel. Chacune des questions illustre les champs de la microbiologie.
Considérons cing de ces questions:

B Quelle est la nature du virus qui cause la COVID-19, SARS-CoV-2 21|
est facile de voir que les virologistes — ceux qui étudient les virus — ont
aidé a répondre a la question. Mais ils ont été aidés par de nombreux
autres. Par exemple, les microscopistes électroniques ont été
sollicités pour visualiser le virus, et le travail des biologistes
moléculaires et des généticiens fut d’'une importance critique. La
capacité de séquencer rapidement le génome du premier SARS-
CoV-2 isolé, suivi de nouvelles cultures d’isolats de patients, illustre
'importance des bioinformaticiens (les personnes qui analysent de
grands ensembles de données), des spécialistes des calculs par
ordinateurs, et des microbiologistes cliniciens.

B Comment le SARS-CoV-2 cause-t-il la maladie ? Cela s’est avéré
beaucoup plus compliqué qu’initialement anticipé. Pour répondre a
cette question, les immunologistes, les physiologistes, les spécia-
listes des maladies infectieuses, les pathologistes, et tout type de
cliniciens-chercheurs ont conduit ces études.

B Comment traite-t-on au mieux les patients atteints du COVID-19 ? Le
processus de rediriger les médicaments existants et d’en développer
de nouvelles requiert les efforts coordonnés des virologistes, des
biologistes moléculaires, des biochimistes, des chimistes, et des
immunologistes afin d’identifier et de concevoir de nouveaux agents.
Entre-temps, les cliniciens — dont les médecins, les infirmieres, les
pharmaciens, et les personnels de santé publique — testaient des
thérapies nouvelles sur les patients. Les scientifiques des données et

Raman Tyukin/Shutterstock

les statisticiens furent nécessaires pour 'interprétation des résultats
des essais.

m Comment empécher la diffusion du COVID-19 ? Le monde a recu un
cours accéléré sur le réle des épidémiologistes et des modélisateurs
de maladies dans le dépistage, le suivi, et la prédiction de la
propagation de la maladie. Les spécialistes de I'information géogra-
phique ont aidé a déceler ou le virus se propageait. Il est alors
apparu clair que développer des vaccins prend du temps aux
microbiologistes, aux biochimistes, et aux immunologistes, la
conception et le développement de tests moins chers et plus faciles
par des microbiologistes et des bio-ingénieurs industriels a été d’une
importance critique.

Ce ne sont la que quelques unes des questions posées par le
COVID-19. Le but de cet ouvrage est de vous fournir une introduction au
monde microbien — I'étendue de sa diversité, I'élégance de sa biologie, et
toute les nombreuses sous-disciplines de la microbiologie.
Malheureusement, le COVID-19 vous a probablement déja convaincu de
’importance de la microbiologie.

Notre but dans ce chapitre est de vous présenter ce monde étonnant
des microorganismes et souligner leur évolution et I’histoire de leur
découverte. Une grande partie de la microbiologie est semblable a ce
que vous avez appris dans d’autres cours de biologie qui traitaient de
grands organismes. Mais les microorganismes ont des propriétés uniques
qui nécessitent souvent des approches uniques pour les comprendre.
Avant de vous investir dans ce chapitre, vérifiez que vous possédez les
bases requises pour en tirer tout le bénéfice.

Test de connaissance
Apres la lecture de cette section, vous devriez étre capable :

v/ de citer les caractéres des cellules eucaryotes qui les distinguent des
autres types cellulaires

v de comprendre la structure de base des macromolécules, acides
nucléiques, protéines, hydrates de carbone, et lipides (voir Annexe I)

v dexpliquer les termes génome, génotype, et mutation
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Apres la lecture de cette section, vous devriez étre capable de :
[ |
[ ]

Définir le terme microbiologie

Expliquer les contributions de Carl Woese lorsqu’il a établi le
systeme des trois domaines de la classification de la vie cellulaire
Donner un exemple de I'importance de chacun des principaux
types de micro-organismes pour les humains

Déterminer le type de micro-organisme (ex. bactérie, champignon,
etc.) lorsque vous recevez la description d’un micro-organisme
nouvellement découvert

Micro-organismes — ces organismes trop petits pour étre vus claire-
ment 4 Uceil nu (figure 1.1) sont extrémement divers et inimaginable-
ment abondants. I est difficile de dénombrer le nombres de microbes
existant sur Terre, mais on les estime 3 environ 10°° cellules micro-
biennes dans des habitats aussi divers que U'intestin des termites et les
sédiments bien en dessous du fond des mers (figure 1.2). Il y a plus de
microbes sur la Terre que d’étoiles dans tout l'univers connu.

Bien que les microbes aient des diamétres d’environ 1 millimetre
ou moins, certains, comme les moisissures du pain sont visibles sans
l'aide du microscope. Certains d’entre eux sont multicellulaires. Ils se
distinguent des autres formes de vie multicellulaires, telles que les
plantes et les animaux, par 'absence de tissus trés différenciés. De
plus, une variété d’entités biologiques acellulaires, comprenant les
virus et les agents sous-viraux, sont appelés micro-organismes et
microbes.

La diversité des micro-organismes a toujours présenté un défi pour
les taxonomistes. Tres tot, leur description initiale comme des plantes ou
comme des animaux était trop simple. Par exemple, certains sont mobiles

comme les animaux, mais ont également des parois ou sont photosynthé-
tiques comme les végétaux. Un pas important en taxonomie microbienne
a été fait grice 4 I’étude de leur architecture cellulaire lorsqu’il est apparu
que les cellules présentaient un des deux plans de structure possible. Les
cellules, qui ont été appelées cellules procaryotes (du grec pro, avant, et
karyon, amande ; des cellules ayant un noyau primordial), ont un plan
ouvert. Cest-a-dire que leur contenu n’est pas divisé en compartiments
par des membranes. Seules les cellules eucaryotes (du grec ex, vrai) ont
un noyau et également d’autres organites limités par une membrane (ex.,
les mitochonderies et les chloroplastes) qui sépare certains constituants et
processus cellulaires des autres.

Ces observations ont finalement conduit au développement d’'un
schéma de classification répartissant les organismes en cing regnes :
Monera, Protista, Fungi, Animalia et Plantae. Les micro-organismes
(exception faite des virus et des autres agents infectieux), furent placés
dans les trois premiers régnes. Dans ce schéma, tous les organismes
pourvus d’une structure cellulaire procaryote ont été placés dans les
Monera. Cependant, ce systétme en cinq régnes n'est plus accepté par
les microbiologistes. C’est parce que tous les « procaryotes » sont trop
diverses pour étre regroupés dans un méme regne. PP| Lutilisation du
terme procaryote est sujet de controverse (section 3.1)

La classification des microbes a bénéficié des progres réalisés dans
trois domaines. Premi¢rement, le développement des techniques de
microscopie électronique a révélé la structure déraillée des cellules
microbiennes. Deuxi¢mement, les méthodes qui mesurent les caracté-
ristiques biochimiques et physiologiques de nombreux micro-orga-
nismes ont démontré de nombreuses similitudes et différences.
Troisiemement, la révolution génomique a permis l'analyse des
séquences des acides nucléiques et des protéines d’une grande variété
d’organismes. La comparaison des ARN ribosomiques (ARN), initiée
de fagon déterminante par Carl Woese (1928-2012) dans les années

Les organismes

et entités biologiques
étudiés par les
microbiologistes

peuvent étre

Acellulaires
englobent englobent
I
Y Y A Y
Les Les Les Les
champignons protistes bactéries archées
p.ex. p.ex. p.ex. p.ex. composés de composés de composés de composés de
Levures, Algues, Escherichia ~ Méthanogénes Protéines Acide nucléique ’
moisissures  protozoaires, coli et acides ARN inclus dans une Protéines
myxomycétes nucléiques coque protéique

Figure 1.1 Diagramme de concepts montrant les types d’entités biologiques étudiées par les microbiologistes

MINI ENQUETE Comment modifier ce diagramme de concepts de facon & pouvoir distinguer les organismes cellulaires entre eux ?
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Figure 1.2 Abondance et habitats des bactéries et des archées. Les nombres indiquent
I'abondance de cellules microbiennes dans chaque habitat. La majorité des bactéries et archées vivent dans
les océans et les sédiments, soit au niveau de I'écorce terrestre soit profondément sous la cro(ite. La

découverte de microbes viables si profondément sur la planéte est une découverte récente et passionnante.

D’autres habitats comprennent la phyllosphére (au-dessus des terrains ou se situent les plantes, le bétail, et
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santé et de notre bien-écre. PP| Apercu de
la paroi cellulaire bactérienne (section 3.4) ;
Le microbiome humain et les interactions
avec [’hote (chapitre 33)

Malheureusement, certaines bactéries
provoquent des maladies et certaines de
ces maladies ont eu un énorme impact sur
I'histoire de ’homme. En 1347, la peste
(Ia Peste Noire), une maladie transmise
par un arthropode, a frappé I’Europe de
plein fouet, tuant un ters de la popula-
tion, (prés de 25 millions d’habitants) en
quatre ans. Pendant les 80 années qui ont
suivi, la maladie a continué a frapper, pour
finir par éliminer 75 % de la population.
Leffet de la peste a été si grand, si désas-
treux que maints historiens pensent quelle
a changé la culture européenne et ainsi
ouvert la voie a la Renaissance.

Les membres du domaine des Archaea
se distinguent des bactéries par plusieurs
traits, principalement par les séquences
particuli¢res de leurs ARNr, I'absence de
peptidoglycane pariétal et leurs lipides
membranaires particuliers. Certains ont
des caractéristiques métaboliques inhabi-
tuelles, comme les méthanogenes qui pro-
duisent du gaz méthane (naturel). De

les humains).

1970, a transformé notre compréhension du terme procaryote. On a
découvert qu’il y avait deux groupes d’organismes tres différents ayant
la morphologie des cellules procaryotes : les Bacteria et les Archaea.
Plus tard, parmi les microbes eucaryotes, les études suggérérent que le
régne des Protista n’était pas non plus une unité taxonomique cohésive
(c-a-d. un taxon) et qu’il devait étre divisé en trois régnes au moins.
Avec d’autres, ces études amenérent de nombreux taxonomistes a reje-
ter le systéme a 5 régnes en favorisant celui qui divise les organismes
cellulaires en trois domaines : les Bacteria, les Archaea et les Eucarya
(tous organismes eucaryotes) (figure 1.3). PP| Les acides nucléiques
(annexe 1) ; Les protéines (annexe 1)

Les membres du domaine des Bacteria' sont généralement des
organismes unicellulaires dont la plupart ont des parois contenant une
molécule structurante, le peptidoglycane. En dépit de la croyance
populaire, la grande majorité des bactéries ne provoque pas de mala-
dies. En fait, ce sont des habitants importants du corps, en formant le
microbiome humain. On trouve en effet plus de cellules microbiennes
dans et sur le corps humain qu’il n’y a de cellules humaines. Ces
micro-organismes commencent a coloniser les humains peu apres la
naissance. Comme ils s’établissent eux-mémes, ils participent au déve-
loppement du systtme immunitaire du corps. Les micro-organismes
qui colonisent le gros intestin permettent au corps de digérer la nour-
riture et produisent des vitamines. Cest par ces moyens et d’autres
encore que le microbiome humain participe 4 la préservation de notre

nombreuses archées vivent dans des envi-
ronnements extrémes, dont ceux qui ont
une température élevée (les thermophiles)
ou de fortes concentrations en sel (les halophiles extrémes). Les
Archaea ne semble pas avoir de caractére pathogéne clairement établi.

Le domaine des Eucarya comprend les micro-organismes classés
parmi les protistes ou les champignons. Le domaine comprend égale-
ment les animaux et les végétaux. Les Protistes sont généralement
unicellulaires, mais ils sont plus grands que la plupart des bactéries et
des archées. Ils ont été traditionnellement divisés en prorozoaires, qui
ont un métabolisme de type animal, et en algues, qui sont photosyn-
thétiques. Toutefois, aucun de ces termes n’a de signification taxono-
mique puisque les protistes, les algues et les protozoaires ne constituent
pas trois groupes, chacun ayant une histoire évolutive unique. Néan-
moins, nous les employons ici par facilité. PW| La diversité des protistes
refléte une trés large phylogénie (section 23.1)

Les champignons ou Fungi sont un groupe varié¢ de micro-orga-
nismes allant des levures unicellulaires jusquaux moisissures et champi-
gnons. En raison de leurs capacités métaboliques, en intervenant par
exemple dans la levée de la pate & pain, dans la production d’antibiotiques
et dans la décomposition des organismes morts. Certains champignons
sassocient aux racines des plantes pour former des mycorrhizes. Ces
champignons transferent des nutriments aux racines en améliorant ainsi
la croissance des plantes, en particulier dans les sols pauvres. D’autres
champignons encore causent des maladies végétales (telles que la rouille,
le charbon du blé ou le mildiou) et des maladies humaines et animales.
PP La biologie des champignons refléte une large diversité (section 24.1)

1 Dans cet ouvrage, le terme bactérie se réferera exclusivement aux micro-organismes appartenant au domaine des Bacteria de méme que le terme archée fait référence au domaine des Archaea. Dans
certaines publications, le terme bactérie est utilisé pour toutes les cellules ayant une structure cellulaire procaryote. Ce n’est pas le cas dans ce texte.
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Figure 1.3 Larbre phylogénique universel. Seules les lignées

représentatives ont été identifiées.

MINI ENQUETE Combien de taxons cités dans la figure contiennent
des micro-organismes ?

Le monde microbien abrite aussi de nombreux agents infectieux
acellulaires. Les virus sont des entités acellulaires qui doivent enva-
hir une cellule héte pour se multiplier. Les particules virales les plus
petites (aussi appelées virions) ne sont composées que de protéines et
d’un acide nucléique et peuvent étre extrémement petites (la plus
petite est 10 000 fois plus petite quune bactérie typique). Mais leur
petite taille contraste avec leur puissance. Ils provoquent de nom-
breuses maladies végétales et animales, et nous avons pu voir récem-
ment avec le COVID-19 qu’ils peuvent déclencher des épidémies et
des pandémies qui ont influencé I'histoire de 'Humanité. En plus
du COVID-19, on peut citer la variole, la rage, la grippe, le sida, le
rhume et certains cancers. Les virus jouent aussi un réle important
dans les environnements aquatiques et leur réle dans la structuration
des communautés microbiennes aquatiques. Les viroides sont des
agents infectieux composés uniquement d’acide ribonucléique
(ARN). Ils provoquent de nombreuses maladies végétales. Les satel-
lites sont composés d’un acide nucléique enveloppé dans une coque
de protéine. Ils doivent coinfecter une cellule hdte avec un virus,
appelé virus auxiliaire pour achever leur cycle de vie. Les satellites et
leur virus auxiliaire sont responsables de maladies végétales et de
certaines maladies animales. Enfin, les prions, des agents infectieux
composés uniquement de protéines, interviennent dans diverses
encéphalopathies spongiformes comme la tremblante ou la maladie
de la « vache folle ». PP| Les virus et autres agents infectieux acellu-
laires (chapitre 25)

Test de compréhension

1. Comment les méthodes utilisées pour classer les micro-organismes
ont-elles changé, en particulier pendant la seconde moitié du
Xx° siecle ? Quel a été le résultat de ces progrés technologiques ?

2. ldentifiez une caractéristique pour chacun de ces types de micro-
organismes qui le distingue des autres types : les bactéries,
les archées, les protistes, les champignons, les virus, les viroides,
les satellites et les prions.

3. Décrivez une interaction avec les microbes que vous avez eue hier.

1.2 Les micro-organismes ont évolué
et se sont diversifiés pendant
des milliards d’années

Apres la lecture de cette section, vous devriez étre capable de :

B Expliquer ’hypothese du monde de I’ARN et les preuves qui la
soutiennent

B Concevoir un ensemble d’expériences qui pourraient étre utilisées
pour insérer un micro-organisme cellulaire découvert récemment
dans un arbre phylogénétique basé sur les séquences de I’ARNr de
la petite sous-unité (SSU)

W Comparer et différencier I’évolution des mitochondries et des
chloroplastes

Un examen de la figure 1.3 nous rappelle quen termes de nombre de
taxons, les micro-organismes sont les organismes dominants sur la
Terre. Comment la vie microbienne a-t-clle pu se ramifier jusqu'a ce
niveau de diversité tellement stupéfiant ? Pour répondre a cette question,
nous devons considérer I’évolution microbienne. Comme toute entre-
prise scientifique, I’étude de I’évolution microbienne est basée sur la
formulation d’hypothéses, la collecte et I'analyse de données, et la refor-
mulation d’hypothéses établies grice a l'acquisition de nouvelles
preuves. En d’autres termes, I'étude de I’évolution des micro-organismes
est basée sur la méthode scientifique. A vrai dire, il est difficile de récol-
ter des preuves lorsqu’il sagit d’événements qui ont eu lieu il y a des
millions et souvent des milliards d’années, mais lapplication des
méthodes moléculaires a révélé des traces vivantes de I'histoire ancienne
de la vie. Ce chapitre décrit le résultat de cette recherche scientifique.

Les théories de I'origine de la vie dépendent
principalement de preuves indirectes

La datation des météorites au moyen des radio-isotopes permet d’estimer
que notre planéte a 4,5 a 4,6 milliards d’années. Cependant, pendant les
cent premiers millions d’années (a peu pres), les conditions sur Terre
éraient beaucoup trop sévéres pour accueillir le moindre type de vie. Fina-
lement, le bombardement par des météorites seest ralenti, l'eau est apparue
sous sa forme liquide et les gaz, relachés par l'activité géologique, ont
formé la premiére atmosphere de la Terre. Ces conditions étaient compa-
tibles avec l'apparition des premiéres formes de vie. Mais comment cela
sest-il produit et & quoi ressemblaient ces premiéres formes de vie ?

Pour étre en état de trouver une preuve de la vie et développer des
hypotheses au sujet de son origine et de I'évolution qui a suivi, les scienti-
fiques doivent définir la vie. Méme si de tres jeunes enfants peuvent exami-
ner un objet et déterminer sans faute s’il est vivant ou non, formuler une
définition concise de la vie sest avéré étre un objectif autrement difficile a
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atteindre pour les scientifiques. En conséquence, la plupart des définitions
de la vie ont consisté & définir un ensemble de particularités. Celles qui sont
considérées comme particuliérement importantes par les paléobiologistes
sont : une structure ordonnée, la capacité d’obtenir de I'énergie et de la
consommer (c-a-d. le métabolisme) et la capacité de se reproduire. Comme
les scientifiques de la NASA udilisent les caracwéristiques de micro-orga-
nismes terrestres actuels pour rechercher de la vie ailleurs (p. 1), les scienti-
fiques en font de méme en examinant les organismes existants aujourd’hui
pour explorer les origines de la vie. Certains organismes ont des structures
et des molécules qui seraient des « reliques » de formes anciennes de la vie.
En outre, ces organismes peuvent fournir aux scientifiques des idées sur les
types de preuves a rechercher lorsquon formule des hypothéses.

La meilleure preuve directe pour la nature de la vie primitive devrait
étre une trace fossile. Il y a eu des descriptions de découvertes de fossiles
microbiens depuis 1977 (figure 1.3). Elles ont été accueillies avec scepti-
cisme parce que les trouver implique la préparation de fines couches de
roches anciennes et leur examen pour trouver des objets qui ressemble-
raient 4 des cellules. Malheureusement certains éléments qui y res-
semblent peuvent étre formés par les forces géologiques au cours de la
constitution de la roche. Le résultat est que le dossier des fossiles micro-
biens est peu étoffé et toujours ouvert aux réinterprétations. En dépit de
ces problémes, la plupart des scientifiques reconnaissent que la vie existait
sur Terre il y a environ 3,5 milliards d’années (figure 1.4). Pour atteindre
cette conclusion, les biologistes doivent sappuyer surtout sur des preuves
indirectes. Parmi celles-ci, il y a les fossiles moléculaires. Ce sont des
éléments chimiques présents dans les roches ou les sédiments qui ont une
parenté chimique avec des molécules existantes dans les cellules. Ainsi, la
présence de molécules appelées hopanes dans une roche est une indica-
tion que des bactéries existaient lors de la formation de la roche. Cette
conclusion peut étre faite parce que les hopanes sont formés  partir
d’hopanoides présents dans les membranes plasmiques des bactéries.
Comme vous le voyez, une seule preuve est insuffisante. 1l faut au
contraire, réunir de nombreux éléments de preuve pour tenter de faire
émerger une image cohérente, un peu a la maniere les pi¢ces d’'un puzzle.

La vie primitive était probablement basée sur I’ARN

Lorigine de la vie repose sur une seule question. Comment les premiéres
cellules sont-elles apparues ? Les cellules modernes se composent au mini-
mum d’'une membrane plasmique contenant de I'eau dans laquelle de
nombreuses substances chimiques sont dissoutes et des structures subcel-
lulaires flottent. Il semble vraisemblable que la premiére entité auto-répli-
cative était beaucoup plus simple que les plus primitives des cellules
vivantes actuelles. Avant qu’il y ait eu vie, tout indique que la Terre était
un lieu tres différent : chaud et anaérobie, avec une atmosphére riche en
vapeur d’eau, en dioxyde de carbone et en azote. Dans les océans, des
processus géologiques et chimiques formaient de ’hydrogene, du méthane
et des acides carboxyliques. Des zones proches des évents hydrothermaux
ou dans des mares peuvent avoir présenté des conditions permettant des
réactions entre substances chimiques, « testant » au hasard l'eflicacité des
réactions et la stabilité des molécules résultantes. Certaines réactions libé-
raient de I’énergie et seraient devenues finalement la base du métabolisme
cellulaire moderne. D’autres réactions ont généré des molécules pouvant
agir comme catalyseurs ou certaines se sont agrégées avec d’autres molé-
cules pour former les précurseurs des structures cellulaires actuelles, et
d’autres encore ont été capables de se répliquer et d’agir comme des unités
d’information héréditaire.

Dans les cellules modernes, trois molécules différentes jouent les
roles de catalyseurs, de molécules de structure et de molécules héréditaires

(figure 1.5). Les protéines ont deux rdles majeurs : structurel et cataly-
tique. Les protéines catalytiques sont appelées enzymes et accélerent les
myriades de réactions chimiques qui sopérent dans les cellules. CADN
contient I'information héréditaire et peut étre répliqué pour transmettre
I'information a la génération suivante. CARN est impliqué dans la conver-
sion de I'information contenue dans 'ADN en protéines. Toute hypo-
these sur lorigine de la vie doit expliquer I’évolution de ces trois molécules,
mais la nature méme de leurs relations complexes dans les cellules
modernes complique les tentatives pour imaginer comment elles ont évo-
lué. Comme le montre la figure 1.5, les protéines peuvent réaliser un tra-
vail dans la cellule, mais leur synthese fait intervenir d’autres protéines et
’ARN, et requiert I'information contenue dans TADN. CADN ne peut
pas effectuer un travail cellulaire. Il emmagasine I'information génétique
et sert de modele pour sa propre réplication laquelle exige des protéines.
Quant a PARN, il est synthétisé en utilisant de PADN comme modéle et
des protéines comme catalyseurs de la synthese.

En tenant compte de toutes ces considérations, on a émis I’hypothese
qu'a un moment de I'évolution de la vie, il a fallu une molécule qui pou-
vait 4 la fois effectuer un travail dans la cellule et se répliquer. Cette idée a
été renforcée en 1981, lorsque Thomas Cech a découvert une molécule
d’ARN catalytique chez un protiste (Zezrahymena sp.) qui était capable
d’exciser un fragment interne a sa structure et d’épisser les deux sections
restantes ensemble. Depuis lors, d’autres molécules d’ARN catalytiques
ont été découvertes et notamment un ARN trouvé dans les ribosomes et
responsable de la formation de liens peptidiques : les liens qui tiennent
ensemble les acides aminés, les « briques » qui constituent les protéines.
Les molécules ’ARN catalytique sappellent des ribozymes.

La découverte des ribozymes a fait penser que PARN a eu, & un
certain moment, la capacité de conserver, copier, et exprimer I'infor-
mation génétique, et aussi de catalyser d’autres réactions chimiques.
En 1986, le prix Nobel Walter Gilbert a forgé I'expression monde
d’ARN pour décrire un stade précellulaire de I’évolution de la vie.
Toutefois, pour que ce stade précellulaire puisse évoluer vers des
formes de vie cellulaire, il faut quune membrane lipidique se soit for-
mée autour de PARN (figure 1.5). Cette étape importante dans I’évo-
lution est plus facile & imaginer que d’autres événements dans les
formes primitives de vie cellulaire, parce qu’il est bien connu que les
lipides, les principaux composants structurels des membranes des
organismes modernes, forment spontanément des liposomes, des vési-
cules bordées par une bicouche lipidique. PP Les lipides (annexe 1)

Jack Szostak, autre lauréat du prix Nobel, est un leader de la simu-
lation de la maniére dont les protobiontes contenant uniquement de
I’ARN, peuvent s’étre formées. Lorsque son groupe a créé des liposomes
en utilisant des acides gras plus simples que ceux observés dans les
membranes actuelles, ces liposomes étaient « perméables », permettant
aux nucléotides ’ARN isolés d’y pénétrer, mais empéchant les grandes
chaines ’ARN de sortir. De plus, ils ont pu forcer les liposomes a se
développer et a se diviser. Le groupe de Szostak a également été capable
de créer des conditions dans lesquelles une molécule ’ARN a pu servir
de matrice pour la synthése d’'un brin ’ARN complémentaire. Leurs
expériences ont vraisemblablement récapitulé ce qui pourrait s’étre passé
au cours des premieres étapes de 'évolution des cellules. Comme le
montre la figure 1.5, plusieurs autres processus devraient se produire pour
atteindre le niveau de complexité observé dans les cellules existantes.

Indépendamment de sa capacité d’exercer des activités cataly-
tiques, la fonction de PARN suggére son origine ancienne. Considérez
quune grande partie du pool ’ARN des cellules actuelles se trouvent
dans le ribosome, une structure formée principalement d’ARN
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Whether or not early life was RNA-based, one thing is clear: the
origin of life needed energy to synthesize biomolecules. So, per-
haps the most fundamental evolutionary question is “Where did
biomolecules and the energy needed to build them come from?”
Three hypotheses have been suggested. First, the panspermia theory
speculates that meteorites bombarded our planet, bringing with
them other-worldly biomolecules. Second, the more familiar pri-
mordial soup theory suggests that organic molecules were spontane-
ously assembled by an input of energy, such as lightning strikes.
The last theory, which has gained evidence in recent years, hypoth-
esizes that both the energy and the molecules originated in hydro-
thermal vents. Let’s explore the hydrothermal vent theory.
Hydrothermal vents are geothermally active deep-sea chasms thou-
sands of meters below the surface of the ocean. Their discovery in
1977 sparked tremendous excitement as images of entirely new eco-
systems with mysterious organisms captured the attention of scien-
tists and the public (see section 27.2). These vents pump 400°C
sulfide-rich water into cold ambient water, causing the sulfide to
instantly precipitate, so these chimneylike structures are dubbed
“black smokers.” In 2000, scientists made yet another deep-sea
discovery with a different kind of vent system. These are cooler
(45-90°C) and alkaline (pH 9-11). When these waters mix with
the surrounding seawater (pH about 8.0), calcium carbonate pre-
cipitates, forming white chimneys, as seen in the Lost City vents
(box figure).

This pH gradient is critical to the hypothesis that a vent system,
such as Lost City, could be the origin of biomolecules. As you may
have learned when studying mitochondria or batteries, the separa-
tion of positive and negative charges captures potential energy
(remember that energy can’t be created). In Lost City vents, the
thin walls of the chimneys serve to separate these fluids with as
much as a 3-unit pH difference. The question now being asked is

D.Kelley, University of Washington.

“Was this potential energy tapped to convert CO, in seawater to
simple carbon-based molecules, such as amino acids, short hydro-
carbons, and others?”

If the answer is yes, a 2019 study shows that a mixture of molecules
called single-chain amphiphiles (SCAs), which are simpler ver-
sions of more familiar phospholipids, can form vesicles in hot, al-
kaline pH seawater that mimics that of Lost City. Putting this
together, we can hypothesize a series of events that occurred 3.7
4.0 billion years ago. First, the presence of the pH gradient across
geological barriers in the Lost City drove the formation of random
organic molecules, some of which were SCAs. These SCAs accu-
mulated and formed vesicles that entrapped fluids preserving the
pH gradient. These vesicles had the energy to test the formation of
different molecules. Was one of them RNA?

ribosomique (ARNI) et utilisant TARN messager (ARNm) et "ARN
de transfert (ARN¢t) pour construire des protéines. Souvenez-vous
aussi que PARNTr lui-méme catalyse la formation de la liaison pepti-
dique lors de la synthése protéique. CARN semble donc bien armé
pour étre important dans le développement des protéines (figure 1.5).
Comme ARN et TADN ont une structure similaire, ’ARN pourrait
avoir donné naissance 3 ’ADN double brin. On pense que lorsque
I’ADN a évolué, il est devenu la molécule de stockage pour I'informa-
tion génétique, parce qu’il possédait une structure plus stable chimi-
quement. Deux autres éléments de preuve appuient I'hypothése du
monde d’ARN : le fait que PATP, la monnaie énergétique de la cellule,
soit un ribonucléotide et la découverte plus récente que 'ARN pouvait
réguler lexpression génétique. WP LATP la principale monnaie

d’énergie des cellules (section 10.2) ; Les riborégulateurs (« riboswit-
ches ») les interactions ARN-effecteurs régulent la transcription (section
14.3); Les riborégulateurs traductionnels (« riboswitches ») (section 14.4)

En dépit des arguments qui la soutiennent, ’hypothése d’un
monde d’ARN n’est pas sans soulever des problémes, et des expéri-
mentations récentes suggérent que les premiers acides nucléiques pour-
raient avoir été un mélange de molécules d’ADN et d’ARN. Un autre
domaine de recherches fortement débattu est celui de I’évolution du
métabolisme. Ainsi, les cellules, qui y sont nées, ont dit étre capables
d’utiliser les sources d’énergie disponibles dans ces conditions rudes.
Aujourd’hui, nous connaissons des espéces d’archées thermophiles,
capables d’utiliser des molécules inorganiques, telles que le sulfure
ferreux (FeS), comme source d’énergie. Certains suggérent que cette
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Liposome Y ARN

Probiote : rien que de 'ARN @

Probiote : ARN et protéines

Vie cellulaire : ARN, ADN et protéines

Figure 1.5 Lhypothése du monde d’ARN pour I'origine de la vie

MINI ENQUETE Pourquoi les protobiones reproduits ci-dessus ne
sont-ils pas considérés comme de la vie cellulaire ?

capacité métabolique intéressante pourrait étre un vestige de la pre-
miere forme existante de métabolisme énergétique. Une autre stratégie
métabolique, la photosynthése productrice d’oxygene, serait apparue
tot, il y a sans doute prés de 2,7 milliards d’années. Cette hypothése
est soutenue par la découverte de stromatolithes anciens (figure 1.6).
Les stromatolithes sont des roches feuilletées formées par incorpora-
tion d’épaisses couches de cyanobactéries. Loxygene quelles produi-
saient a finalement transformé la composition de 'atmosphere terrestre
jusqu’a son stade actuel, riche en oxygene et ainsi permis I’émergence
de nouvelles stratégies pour capter I’énergie, comme la respiration
aérobie utilisée par de nombreux micro-organismes et animaux.

L’évolution des trois domaines du monde vivant

Regardez soigneusement la figure 1.3 et trouvez une ligne appelée
« Origine ». C'est a cet endroit que devrait se placer, selon les données,
le dernier ancétre commun aux trois domaines, surnommé aussi
LUCA (pour « Last Universal Common Ancestor »). LUCA est 'orga-
nisme le plus récent & partir duquel tout type de vie - bactérienne,
archéenne, et eucaryote - est né. Sur cet arbre phylogénique, LUCA se

Figure 1.6 Stromatolites modernes d’Australie.
présente une structure rocheuse, typiqguement d'1 m de diametre, contenant
des couches de cyanobactéries.

Chaque stromatolite

trouve sur la branche bactérienne, ce qui signifie que les Archaea et les
Eucarya ont évolué indépendamment, séparément des Bacteria.

La relation évolutive entre les Archaea et les Eucarya fait encore
l'objet de nombreux débats. Selon I'arbre phylogénétique universel
(figure 1.3), les Archaea et les Eucarya ont partagé une ascendance
commune, mais ont divergé et sont devenus des domaines séparés. De
récentes preuves suggeérent que les Eucarya sont issus des Archaea (voir
Section 26.1 Diversité Microbienne & Ecologie). La relation évolutive
étroite entre ces deux formes de vie se marque aussi dans la maniere
dont Archaea et Eucarya traitent ’'information génétique. Par exemple,
certaines sous-unités protéiques des ARN polymérases archéennes et
eucaryotes, les enzymes catalysant la synthése de ARN, se res-
semblent et différent de celles des bactéries. Mais, les archées ont
d’autres caractéristiques plus similaires avec celles des bactéries (ex. les
mécanismes conservateurs d’énergie). Cette observation a encore com-
pliqué, mais aussi nourri le débat. U'évolution du noyau et du réticu-
lum endoplasmique est aussi au centre de maintes controverses.
Toutefois, les hypothéses concernant d’autres organites délimités par
une membrane sont plus largement acceptées et seront développées
ci-apres.

Les mitochondries, les organites semblables
aux mitochondries et les chloroplastes
ont une origine endosymbiotique

Lhypothése endosymbiotique est généralement acceptée pour expli-
quer lorigine de plusieurs organites cellulaires comme les mitochon-
dries, les chloroplastes et les hydrogénosomes. Lendosymbiose est
une interaction entre deux organismes dans laquelle 'un se met & vivre
a lintérieur de l'autre. La formulation premiére de ’hypothése endo-
symbiotique énoncait qu'au cours du temps une bactérie endosym-
iote d’une cellule ancestrale d’une lignée eucaryote finissait par
biote d g y
perdre sa capacité de vivre indépendamment. Si la bactérie intracellu-
aire utilisait la respiration aérobie, elle devenait une mitochondrie. Si
1 tilisait | t bie, elle d t tochondrie. S
‘endosymbiote était une cyanobactérie photosynthétique elle devenait
I y y photosynthétiq
un chloroplaste (figure 1.7).
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Figure 1.7 La théorie endosymbiotique (a) Selon cette hypothése,
les mitochondries ont dérivé d’une bactérie du phylum Proteobacteria.
(b) Un phénomene similaire concerne les chloroplastes qui dérivent des
cyanobactéries.

Bien que le mécanisme utilisé pour établir la relation endosym-
biotique reste inconnu, il y a de fortes évidences en faveur de cette
hypothése. Les mitochondries et les chloroplastes contiennent de
I’ADN et des ribosomes, tous deux similaires 2 ’ADN et aux ribo-
somes bactériens. Le peptidoglycane, la molécule particuli¢re de la
paroi bactérienne, a méme été trouvé entre les deux membranes limi-
tantes des chloroplastes de certaines algues. Lanalyse de la figure 1.3
montre que les deux organites appartiennent a la lignée bactérienne.
Plus spécifiquement, les mitochondries sont plus étroitement apparen-
tées aux bactéries appelées protéobactéries. On pense que les chlo-
roplastes des plantes et des algues vertes descendent d’un ancétre du
genre actuel Prochloron, une cyanobactérie qui contient des espéces
vivant dans des invertébrés marins. PP| Le Phylum des Cyanobacte-
ria : bactéries photosynthétiques aérobies (section 20.4) ; Lorigine protéo-
bactérienne des mitochondries (21.1)

Récemment, la théorie endosymbiotique pour les mitochondries
a été aflinée par "hypotheése de I’hydrogene. Celle-ci fait valoir que
I'endosymbiote a été une bactérie anaérobie qui produisait de I'H, et
du CO, comme produits finaux de son métabolisme. Au cours du
temps, I’hote est devenu dépendant de 'H, produit par 'endosym-
biote. En phase ultime, 'endosymbiote a évolué vers I'un des nom-
breux organites (figure 5.13). D’autres endosymbiotes ont évolué vers
d’autres organites comme un hydrogénosome — un organite présent

chez certains protistes encore existants - qui produit de PATP par fer-
mentation (voir figure 5.15).

L'évolution des micro-organismes cellulaires

Bien que lhistoire des premicres formes de vie cellulaire puisse ne
jamais étre connue, nous savons quune fois que les cellules micro-
biennes ont émergé, elles ont été soumises aux mémes processus évolu-
tifs que les organismes modernes. Les bactéries, archées et eucaryotes
ancestraux possédaient de 'information génétique qui pouvait étre
dupliquée, perdue ou mutée de quelle quautre fagon. Ces mutations
pouvaient avoir de nombreux résultats. Certaines étaient mortelles
pour lorganisme muté, mais d’autres permettaient I’émergence de
nouvelles fonctions ou caractéristiques. Les mutations, qui permet-
taient 4 un organisme d’augmenter ses capacités reproductives, ont été
sélectionnées de fagon positive et sont passées aux générations posté-
rieures. En plus de forces sélectives, I'isolement des populations a per-
mis A certains groupes d’évoluer séparément des autres. La sélection et
Iisolement ont donc conduit au développement final de nouvelles col-
lections de geénes (c-a-d. des génotypes) et d’especes nouvelles.

Outre la mutation, il existe d’autres mécanismes pour reconfigu-
rer les génotypes d’une espeéce et créer ainsi une diversité génétique. La
plupart des espéces eucaryotes augmentent leur diversité génétique via
la reproduction sexuelle. Toute la progéniture des deux parents a ainsi
acquis un mélange de génes parentaux et un génotype unique. Les
bactéries et les archées ne se reproduisent pas sexuellement. Elles aug-
mentent leur diversité génétique par le transfert horizontal (latéral) de
genes (THG). Pendant ce processus, 'information génétique est
transférée d’un organisme donneur & un organisme récepteur en
créant un nouveau génotype. Linformation génétique passe ainsi
d’une génération a la suivante, et méme entre des individus de la méme
génération et des especes appartenant a différents domaines de la vie.
Le séquencage des génomes a montré que le TGH a joué un role
important dans I’évolution de toutes les especes microbiennes. 11 est
important de noter que le TGH survient encore chez les bactéries et les
archées menant & I’évolution des espéces acquérant une résistance aux
antibiotiques, de nouvelles propriétés de virulence ou de nouvelles
capacités métaboliques. Le résultat du TGH est que de nombreuses
espéces ont un génome mosaique composé de morceaux et de pi¢ces de
génomes d’autres organismes. PP| Le transfert horizontal de génes : la
création de variations génétiques par voie asexuée (section 16.4)

Les systemes de classification phylogénétiques comparent des orga-
nismes sur la base de relations évolutionnaires. Le terme phylogénie (du
grec phylon, tribu ou race, genesis, génération ou origine) se rapporte au
développement évolutif des organismes. Comme vu précédemment, la
phylogénie microbienne repose sur la comparaison de multiples carac-
teres trouvés sur des organismes existants. Ces derniers incluent, la struc-
ture de la paroi cellulaire, les biomolécules telles que les acides gras,
certaines protéines domestiques (des protéines utilisées pour maintenir la
vie cellulaire, et donc présentes dans de nombreux organismes), et des
séquences nucléotidiques, en particulier de molécules de petites sous-uni-
tés ’ARN (SSU-ARNYI) (tableau 1.1). PP Ribosomes bactériens (section
3.7) ; Ribosomes archéens (section 4.3) ; ribosomes eucaryotes (section 5.5)

Les arbres phylogénétiques
La Figure 1.3 est un exemple d’arbre phylogénétique. Le but de la
construction d’un arbre phylogénétique est de montrer les relations
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Tableau 11

Comparaison des bactéries, archées et eucaryotes

Propriété

Organisation du matériel
génétique

Noyau lié a la membrane

ADN complexe avec
des histones

Chromosomes

Plasmides
Introns dans les génes
Nucléole
Mitonchondries, chloroplastes,
réticulum endoplasmique,

Golgi et lysosomes observés

Lipides de la membrane
plasmique

Flagelle

Peptidoglycane dans les parois
cellulaires

Taille et structure des ribosomes

Bactérie

Non

Non

Généralement un chromosome
circulaire ; les chromosomes ont

une origine de réplication
unique ; certains sont polyploides

Oui
Rare
Non

Non

Phospholipides liés par un ester ;
certains ont des stérols

De taille submicroscopique ;

filament composé d’un seul
type de protéine flagelline

Oui
70S; 3 rRNAs; 49-59 protéines

ribosomales

Rudimentaire

Archée

Non

Quelques

Un chromosome circulaire ; certains

possedent des chromosomes aux
origines de réplications multiples ;
certains sont polyploides

Oui
Rare
Non

Non

Diéthers de glycérol et
tétraéthers de diglycérol

De taille submicroscopique ;

filaments composés de plus d’'un
type de protéine archaelline

Non
70S; 3 rRNAs; 58-68 protéines

ribosomales

Rudimentaire

Eucaryote

Oui

Oui

Chromosomes multiples et
linéaires avec de multiples
origines de réplication ;
généralement diploide

Rare
Oui
Oui

Oui

Phospholipides et stérols
liés aux esters

De taille microscopique ; lié a
la membrane ; généralement

20 microtubules répartis en 9
+ 2 motifs

Non
80S; 4 rRNAs; 78-80
protéines ribosomales

Oui

Cytosquelette
-

évolutives entre différents organismes. Ces arbres sont construits en
comparant les séquences d’acides aminés ou de nucléotides entre
divers organismes. Les séquences d’acides aminés sont souvent compa-
rées car les changements de nucléotides peuvent ne pas modifier la
protéine résultante et donc ont peu ou pas d’impact sur I’évolution.
Historiquement, les ARNr de petites sous-unités ribosomales (16S
pour les bactéries et les archées et 18S pour les eucaryotes) étaient pour
plusieurs raisons des molécules de choix pour déduire les phylogénies
microbiennes et établir des affectations taxonomiques. Comme les
protéines domestiques (des protéines aux fonctions essentielles), les
SSU-ARNIr jouent le méme réle chez les micro-organismes et sont
absolument nécessaires pour la vie. Ainsi, ni les protéines domestiques
ni les geénes encodant les SSU-ARNTr ne tolérent des changements
conséquents dans leur séquence. Lutilité des sous-unités d’ARNr est
renforcée par la présence de certaines séquences a l'intérieur de leurs
genes qui varient selon les organismes tout comme d’autres régions qui
sont tout 2 fait semblables. Les régions variables rendent possibles des
comparaisons entre des micro-organismes trés proches, alors que les
séquences stables permettent la comparaison entre des micro-orga-
nismes plus distants. La stabilité des séquences de sous-unités ’ARNr

signifie qu'elles évoluent tres lentement, de telle sorte que I'analyse des
genes domestiques est plus fréquemment utilisée pour assigner I'évo-
lution d’organismes plus étroitement reliés.

Lanalyse comparative des séquences sous-unités ’ARNr de
milliers d’organismes a démontré la présence de séquences signa-
tures d’oligonucléotides (figure 1.8). Ces derni¢res sont de courtes
séquences nucléotidiques spécifiques conservées de groupes de
micro-organismes phylogénétiquement reliés. Clest pourquoi la
signature des séquences trouvées dans PARNr bactérien est rarement
ou méme jamais trouvée dans les ARNr archéens, et vice versa. De
méme, PARNr 18S des eucaryotes porte les séquences signatures
spécifiques du domaine Eukaryota.

La démarche pour construire un arbre phylogénétique peut étre
divisée en deux vastes catégories : une démarche basée sur la distance
et une basée sur le caractere. Celles basées sur la distance sont les plus
intuitives, les différences entre les alignements de séquences sont
décomptées pour chacune des paires et regroupées dans une seule
statistique (figure 1.9). Cette valeur sert de mesure de la distance entre
les organismes ; plus il y a de différences comptées, plus la distance
évolutionnaire est grande. Les distances évolutives issues de
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Bacteria

Figure 1.8 Leur signature ARNr identifie les microbes.

Archaea

Eukarya

Exemples de représentation de la structure secondaire d’ARNr des trois domaines : Bacteria

(Escherichia coli) ; Archea (Methanococcus vannielii) ; Eucaria (Saccharomyces cerevisiae).

nombreuses comparaisons sont utilisées dans des programmes infor-
matiques sophistiqués pour construire des arbres. Le sommet de
chaque branche de l'arbre (appelé le naud) représente 'un des orga-
nismes employé dans la comparaison. La distance entre deux noeuds
constitue la distance évolutive entre les deux organismes.

Un algorithme analyse cette information pour générer un arbre.
Un algorithme appelé analyse typologique relie les paires qui sont de
plus en plus éloignées (ex., commence avec celles qui ont le plus
faible nombre de différences de séquence pour aller 4 celles qui en
ont le plus). Bien que ce soit le plus facile 2 comprendre, cela peut
générer des arbres basés sur des artefacts. La méthode «Neighbor
joining» (dite méthode NJ) est une autre méthode basée sur la dis-
tance qui utilise une matrice différente pour modifier la distance
entre chaque paire de nceuds basée sur la divergence moyenne de
tous les autres nceuds.

Les démarches basées sur les caractéres pour la construction d’un
arbre phylogénétique sont plus compliquées, mais générent des arbres
plus robustes. Ces méthodes s'appuient sur des hypothéses relatives
aux érapes de I’évolution, assignent l'ancétre au niveau de chaque
neeud, et choisissent l'arbre le plus approprié au modéle spécifique de
changement évolutif. Parfois appelées recherche d’arbre, ces méthodes
incluent un maximum de parcimonie, ce qui suppose quun minimum
de changements soit survenu entre ancétre et organismes existant. Une
autre démarche appelée «vraisemblance maximale» requiert un grand
nombre de données, car pour chaque arbre possible qui peut étre
construit, sa probabilité (c-2-d. la vraisemblance) basée sur les infor-
mations évolutives et moléculaires est bien déterminée de sorte que
larbre ayant la probabilité maximale soit retenu. L'inférence Baye-
sienne constitue une autre approche basée sur les caractéres : plutdt
que de ne considérer quun seul arbre, 'inférence Bayesienne analyse

de multiples arbres potentiels et calcule la probabilité que chaque
branche apparaisse sur la base de cette comparaison.

Une fois I'arbre construit, il est important de trouver le sens dans
lequel le positionnement des branches est légitime. Il existe toute une
variété de méthodes pour estimer la puissance d’un arbre. La plus
commune est 'autoamorcage. Cette méthode consiste a réanalyser un
sous-ensemble, pris au hasard, de données figurant sur I'arbre. Une
valeur d’amorce est le pourcentage de fois ot une branche particuli¢re
est trouvée. Typiquement, on considére que des valeurs d’amorce de
70 % ou plus sont confirmées dans I'arbre. On notera que des valeurs
d’inférence Bayesienne sont également exprimées en pourcentages,
mais quelles ne sont pas directement comparables aux valeurs d’amor-
cage. Seules des valeurs supérieures & 95 % sont acceptables lorsque
I'inférence Bayesienne est employée.

Il faut garder deux choses a l'esprit lorsque I'on examine les arbres
phylogénétiques. La premiere est qu'il s’agit d’arbres moléculaires, et
non des arbres organismiques. En d’autres termes, ils représentent,
autant que possible, I’historique évolutive de la molécule (ex., ARNTI).
Deuxi¢émement, la distance entre les noeuds est une mesure de parenté,
non de temps. Si la distance sur une lignée est grande, les deux orga-
nismes sont plus fortement divergents (c-a-d., moins reliés). Cepen-
dant, on ne sait pas quand ils ont divergé 'un de l'autre. Ce concept
est analogue 4 une carte imprimée montrant avec précision la distance
entre deux villes, mais du fait de nombreux facteurs (trafic, conditions
de route, etc.) elle ne peut indiquer le temps nécessaire pour couvrir
cette distance.

Il est important qu'un arbre puisse étre non-enraciné ou enraciné.
Un arbre non-enraciné (figure 1.10a) représente les relations phylogé-
nétiques, mais n’indique pas lesquels des organismes sont les plus pri-
mitifs. La figure 1.10a montre que A est plus étroitement reli¢ 3 C
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Cellules de I’'organisme n° 1

Lyser les cellules pour en extraire le contenu et isoler TADN

Employer la réaction en chaine de la polymérase
pour amplifier et purifier les genes de I'’ARNr PSU

PO Genes de PARNr PSU

Séquencer les génes

ATGCTCAAGTCA

L Répéter ces opérations pour d’autres organismes

l Aligner les séquences a comparer

Organisme Séquence d’ARNr PSU
1 ATGCTCAAGTCA
P2 TAGCTCGTGTAA
3 AAGCTCTAGTTA
4 AACCTCATGTTA

Compter le nombre de différences au niveau nucléotidique
entre chaque paire de séquences et calculer la distance
évolutive (Ep)

Ep corrigée Pour les organismes n°1et n° 2,

Paire comparée E
o 5 nucléotides sur 12 sont

12 042 061 différents : Ep = 5/12 = 0,42

1—3 0,25 0,30 o o

1 =4 033 044 LEP initiale est /corrlgee erj .
utilisant une méthode statistique

2—3 033 044 qui évalue pour chaque site la

2—4 0,33 0,44 probabilité d’'une mutation

34 0,25 0,30 retournant au nucléotide original

(réversion) ou d’une nouvelle
mutation
Introduire les données dans I'ordinateur et utiliser le logiciel
approprié pour construire I'arbre phylogénique

3
Arbre phylogénique non enraciné.
0,08} Noter que la distance d’une extrémité
1 008 de bran'che a un\e ?utre est
! proportionnelle a I'Ep
0,23
i ¥ 2
015 0,30

4

Figure 1.9 Construction d’un arbre phylogénétique utilisant la
méthode des distances. La technique d’amplification en chaine par
polymérase (ACP ; anglais «Polymerase Chain Reaction », PCR) est
décrite dans le chapitre 17.

MINI ENQUETE Pourquoi la longueur de la branche indique-t-elle la
quantité des changements évolutionnaires et non le temps mis a ces
changements pour se produire ?

/ Branche

C ~&— Noeuds D

(@

(b) (c)

Figure 110 Topologie des arbres phylogénétiques. () Arbre
non-enraciné joignant quatre unités taxinomiques (A,B,C,D). (b) Arbre
enraciné. (c) Larbre peut étre enraciné en y ajoutant un exo, représenté par Z.
La fleche indique un évenement de spéciation qui a entrainé le
développement de nouvelles espéces d’un organisme ancestral.

qu’a B ou D, mais n’indique pas laquelle des quatre espéces peut étre
la plus ancienne. Par opposition, I'arbre enraciné (figure 1.10b) com-
porte un neeud (unité taxonomique) qui figure 'ancétre commun et
montre le développement des quatre espéces a partir de leur racine. 11
est bien plus difficile d’établir un arbre enraciné. Par exemple, il y a 15
arbres enracinés possibles qui relient quatre espéces mais seulement
trois arbres non-enracinés.

Un arbre non-enraciné peut étre enraciné en rajoutant des don-
nées provenant d’un autre groupe — une espéce connue pour étre for-
tement distante de toutes les especes de I'arbre (figure 1.10¢). La racine
est déterminée par le point ol 'exogroupe se raccorde. Cela fournit un
point de référence indiquant le nceud le plus ancien, qui est le nceud le
plus proche de I'exogroupe. Ainsi, par exemple, sur la figure 1.10c,
lorganisme Z est 'exogroupe et le nceud le plus ancien est indiqué par
une fleche.

La taxinomie microbienne

La science consistant a classer les choses du vivant est appelée taxino-
mie (ou taxonomie). La taxinomie comporte trois parties séparées
mais cependant reliées : classification, nomenclature, et identification.
Un schéma taxinomique est utilisé pour ranger les organismes dans
des groupes appelés taxa (singulier, taxon) sur la base de similitudes
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Domaine Bacteria

Phylum Proteobacteria

Classe a-Proteobacteria p-Proteobacteria y-Proteobacteria

Ordre Chromatiales Thiotrichales Legionellales Pseudomonadales Enterobacterales

Famille Enterobacteriaceae

Genre Enterobacter Escherichia Klebsiella Vibrio Proteus  Salmonella  Serratia Shigella  Pasteurella  Yersinia
Especes S. boydii S. dysenteriae S. flexneri S. sonnej

Figure 111 Arrangement hiérarchique en taxonomie.

Sérotype S. flexneri 2a souche 2457T

Dans cet exemple, les membres du genre Shigella sont placés dans les rangs taxonomiques

supérieurs. Pour simplifier le diagramme, toutes les possibilités de classification n’ont pas été données pour chacun des rangs. On notera que -al indique l'ordre

et -cea indique la famille.

mutuelles. Les micro-organismes sont placés en niveaux taxinomiques
arrangés en une hiérarchie ne se recouvrant pas de sorte que chaque
niveau inclue non seulement les traits qui définissent le rang au-dessus
mais aussi un nouveau groupe de caracteres plus restrictifs (figure 1.11).
Ainsi, dans chaque domaine — Bacteria, Archea, ou Eukaria — chaque
organisme est assigné (en ordre décroissant) 4 un phylum, une classe,
une famille, un genre, et une espéce épithéte ou un nom. Les groupes
microbiens ont & chaque niveau un suffixe spécifique qui indique leur
rang ou leur niveau.

Les microbiologistes nomment les micro-organismes selon le sys-
teme binomial du biologiste du dix-huiti¢me si¢cle Carl Linné (1707-
1778). Le nom latin en italiques est constitué de deux parties. La
premiére partie, avec une capitale, est le nom générique (c-3-d., le nom
du genre auquel appartient le micro-organisme) et le second sans capi-
tale est I'espece épithéte. Par exemple, la bactérie qui cause la peste
sappelle Yersinia pestis. Souvent, le nom d’un organisme sera raccourci
en réduisant le nom de genre 4 la seule initiale en capitale (ex., Y. pestis)

Cette organisation simplifiée se complique par le fait que les bac-
téries et les archées ne se reproduisent pas de maniére sexuelle. Souve-
nez-vous de vos cours de biologie générale : les espéces végétales et
animales se définissent comme un groupe de populations naturelles se
croisant ou potentiellement capables de se croiser et qui ne se repro-
duisent pas avec d’autres groupes. Cette définition est aussi appropriée
pour les nombreux micro-organismes eucaryotes qui se reproduisent
sexuellement. Toutefois, les espéces bactériennes et archéennes ne
peuvent pas étre définies par ce critere, puisquelles ne se reproduisent
pas sexuellement. De plus en plus, on utilise des séquences génomiques
pour distinguer une espéce d’'une autre. Trouver une définition adé-
quate fait objet actuellement d’un débat considérable. Une définition
courante est que les espéces bactériennes et archéennes sont une col-
lection de souches qui partagent entre elles de nombreuses propriétés

stables et différent de fagon significative d’autres groupes de souches.
Une souche est constituée de tous les descendants d’une seule culture
pure d’organisme. Les souches au sein d’'une espéce peuvent étre
décrites de plusieurs facons différentes. Les biovars sont des souches
variantes caractérisées par des différences biochimiques ou physiolo-
giques, les morphovars différent par leur morphologie, les sérovars ont
des propriétés distinctes qui peuvent étre détectées par des anticorps et
les pathovars sont des souches pathogénes distinguées via les plantes
chez lesquelles elles provoquent des maladies.

Bien que les biologistes continuent a utiliser le systéme de classi-
fication de Linné, le développement explosif actuel de I'analyse méta-
génomique a eu un impact sur cette hiérarchie historiquement
acceptée. Dans les derni¢res décennies, des milliers de genes d’ARNI-
16S et de génes codant de protéines ont été séquencés qui nappar-
tiennent 4 aucun taxon antérieurement défini.

Test de compréhension

1. Donnez deux raisons pour lesquelles on pense que ’ARN a été la
premiére biomolécule autoréplicative.

2. Expliquez I’hypothese endosymbiotique de I'origine des
mitochondries, des hydrogénosomes et des chloroplastes. Donnez
deux éléments de preuves qui appuient cette hypothese.

. Quel est le but de la construction d’un arbre phylogénétique ?

4. Entermes généraux, définissez la différence entre un arbre basé sur
la distance et un arbre basé sur le caractére. Est-ce qu’un arbre
enraciné ou un arbre non-enraciné fournissent plus d’information ?
Justifiez votre réponse ?

5. Quelle est la différence entre une mutation horizontale et un transfert
de géne?

6. Quelle est la facon correcte d’écrire le nom du micro-organisme
suivant : bacillus subtilis, Bacillus subtilis, Bacillus Subtilis ou Bacillus
subtilis ? Identifiez le nom du genre et I'épithete de I'espéce.

w
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1.3 La microbiologie a progressé avec
le développement de nouveaux outils
pour étudier les micro-organismes

Apres la lecture de cette section, vous devriez étre capable de :

B Evaluer I'importance des contributions faites par Hooke,
Leeuwenhoek, Pasteur, Koch, Cohn, Beijerinck, von Behring,
Kitasato, Metchnikoff et Winogradsky.

B Présenter un ensemble d’expériences qui pourraient étre utilisées
pour décider si un micro-organisme particulier est 'agent
responsable d’'une maladie.

B Prédire les difficultés qui pourraient survenir en utilisant les
postulats de Koch pour déterminer si un micro-organisme provoque
une maladie particuliere pour les étres humains.

Méme avant quion ait pu voir les micro-organismes, plusieurs chercheurs
suspectaient leur existence et leur role dans les maladies. Le philosophe
romain Lucréce (98-55 av. ].-C.) et le médecin Girolamo Fracastoro (1478-
1553) avaient suggéré que des étres vivants invisibles provoquaient les mala-
dies. Toutefois, jusqu’a ce quon puisse réellement observer ou étudier les
micro-organismes de quelle quautre fagon, leur existence était matiére a
conjectures. C'est pourquoi la microbiologie se définit non seulement par
les organismes qu'elle étudie, mais aussi par les outils utilisés pour les étu-
dier. Le développement des microscopes a été la premiére étape essentielle
dans Iévolution de la discipline. Mais la microscopie toute seule est inca-
pable de répondre aux nombreuses questions que posent les microbiolo-
gistes & propos des micro-organismes. Une caractéristique typique de la
microbiologie est que les microbiologistes retirent souvent les micro-orga-
nismes de leur habitat normal et les cultivent en les isolant ainsi des autres
micro-organismes. C'est ce quon appelle la culture pure ou axénique. Le
développement des techniques d’isolement des micro-organismes en
cultures pures a été une autre étape importante dans Ihistoire de la micro-
biologie. On en reconnait cependant maintenant les limites. Les micro-or-
ganismes en culture pure ressemblent en quelque sorte & des animaux dans
un zoo. Au méme titre quun zoologiste ne peut enti¢rement comprendre
I’écologie des animaux en étudiant ces derniers dans des zoos, les microbio-
logistes ne peuvent enti¢rement comprendre I’écologie des micro-orga-
nismes en les étudiant en culture pure. Aujourd’hui, les techniques de
génétique moléculaire et les analyses génomiques nous fournissent de nou-
velles perspectives sur la vie des micro-organismes.

Dans cette section, nous allons décrire comment les outils utilisés
par les microbiologistes ont influencé le développement de la micro-
biologie. Et lorsque la microbiologie s’est déployée en tant que science,
elle a largement contribué au bien-étre de ’humanité. Cest ce qui est
illustré par le nombre de microbiologistes qui ont regu le prix Nobel.
La figure 1.12 évoque le contexte historique de certaines des décou-
vertes essentielles de la microbiologie.

La microscopie a conduit a la découverte des micro-
organismes

Les premiéres observations microscopiques furent sans doute réalisées
entre 1625 et 1630 sur des abeilles et des charangons par I'Ttalien Francesco
Stelluti (1577-1652) a l'aide d’un microscope probablement fabriqué par
Galilée (1564-1642). Le mérite d’avoir publié les premiers dessins de
micro-organismes dans la littérature scientifique revient & Robert Hooke
(1635-1703). En 1665, il a publi¢ un dessin trés détaillé du champignon

Mucor dans son livre Micrographia. Ce livre est important non seulement
pour ses dessins raffinés, mais aussi pour les détails de la construction des
microscopes quon y trouve. Un modele décrit dans Micrographia étai
probablement un prototype des microscopes construits et utilisés par
Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723), un microscopiste amateur de
Delft (Pays-Bas). Van Leeuwenhoek était un drapier et un boutiquier spé-
cialisé dans la confection pour messieurs, mais il passait la plupart de ses
loisirs & construire des microscopes simples, composés de lentilles doubles
convexes maintenues entre deux plaques d’argent (figure 1.13a). Ses
microscopes agrandissaient de 50 & 300 fois. Il pouvait observer des échan-
tillons en milieu liquide en les plagant entre deux morceaux de verre et en
les éclairant sous un angle de 45°. Ceci aurait produit une sorte d’éclairage
sur champ noir, dans lequel les micro-organismes apparaissaient comme
des objets brillants sur un fond noir, ce qui rendait les bactéries clairement
visibles. A partir de 1673, van Leeuwenhoek envoya des lettres détaillées
décrivant ses découvertes a la Royal Society de Londres. D’aprés ses des-
criptions, il avait clairement vu a la fois des bactéries et des protozoaires

(figure 1.135). PP Le microscope it champ sombre (section 2.2)

Les méthodes de culture pour étudier les micro-
organismes furent un développement majeur

Aussi importantes qu'aient été les observations de van Leeuwenhoek,
le développement de la microbiologie languit, pour l'essentiel, pendant
les 200 années suivantes jusqu’a ce que les techniques d’isolement et
de culture des micro-organismes soient mises au point au laboratoire.
Nombre de ces techniques commencérent 4 apparaitre lorsque les
scientifiques abordérent la controverse sur la théorie de la génération
spontanée. Ce débat et les études qui suivirent sur le role joué par les
micro-organismes dans I’apparition des maladies, conduisirent finale-
ment 4 ce qui est appelé maintenant I’Age d’or de la microbiologie.

La génération spontanée

Pendant trés longtemps, les gens crurent a la génération spontanée
— grace a laquelle les organismes vivants pouvaient se développer a
partir de matiere morte. Cette opinion fut finalement mise en doute
par le médecin italien Francesco Redi (1626-1697) qui réalisa une
série d’expériences sur la production spontanée d’asticots par de la
viande en décomposition. Redi utilisa des récipients couverts ou non
pour démontrer clairement que la génération des asticots par la viande
en décomposition était due a la présence d’ceufs de mouches et que la
viande ne produisait pas spontanément des asticots comme on le
croyait auparavant. D’autres expériences aidérent a discréditer la théo-
rie en ce qui concerne de plus grands organismes. Mais, la découverte
des micro-organismes par van Leeuwenhoek raviva la controverse.
Certains proposaient que les micro-organismes résultaient d’une géné-
ration spontanée méme si des organismes plus grands ne I’étaient pas.
IIs faisaient remarquer que des extraits de foin ou de viande bouillis
donnaient naissance 4 des micro-organismes aprés un temps d’incuba-
tion. En 1748, le prétre anglais John Needham (1713-1781) publia les
résultats de ses expériences sur la génération spontanée, qui étaient en
accord avec I'idée que la matiére organique possédait une force vitale
qui pouvait conférer la vie & de la matiére non vivante.

Quelques années apres les expériences de Needham, Lazzaro Spal-
lanzani (1729-1799), un prétre et naturaliste italien, scella des flacons de
verre contenant de I'eau et des graines et les placa dans de I'eau bouil-
lante pendant 45 minutes. Il constata I’'absence de croissance tant que les
flacons restaient fermés. Il suggéra que l'air transportait les germes dans
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1590-1608 Jansen développe le premier
microscope composé

1665 Hooke publie
Micrographia

1543 Copernic publie
son travail sur le
systeme solaire

1608 Fondation
de la ville de
Québec

1687 Isaac Newton
publie les Principia

1789 Révolution frangaise

1815 Bataille
de Waterloo

1620 Francis Bacon
met en valeur le
raisonnement inductif
dans la méthode
scientifique

1870-1871 Guerre
franco-allemande

1876 Bell invents

1674-76 van Leeuwenhoek
découvre les « animalcules »

1775 Le début de la
Révolution américaine
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1668 Redi réfute la génération
spontanée des asticots

1765-1776 Spallanzani attaque
la théorie de la génération
spontanée

1798 Jenner introduit
le vaccin contre la variole

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

1848 Manifeste
communiste
de Marx et Engels
1859 Sur l'origine des
especes de Darwin
1861-1865
American Civil War

1854 Snow associe la source
du choléra a une pompe
d’alimentation en I'eau

1861 Pasteur réfute la
génération spontanée

1867 Création de la

Confédération du Canada 1876-1877 Koch démontre

telephone.

1884 Mort de Victor Hugo
1886 C. Benz dépose le brevet

que le charbon est di a
Bacillus anthracis

de la 1 voiture a moteur

1888 Hertz découvre les
ondes radioélectriques 1887-1890 Winogradsky
étudie les bactéries

sulfureuses et nitrifiantes

1890 C. Adler fait voler
le 1°" engin & moteur

1892 Brevet du 1° moteur a
combustion interne par R. Diesel

_

des nodules radiculaires

1894 Yersin isole Yersini i
1895 Réntgen découvre 894 Yersin isole Yersinia pestis

les rayons X
1896 Becquerel découvre
la radioactivité de I'uranium

1897 Thompson
découvre |'électron
1899 A. von Bayer
commercialise 'aspirine
1900 Planck développe
la théorie du quantum
1903 Premier vol de I'avion
a moteur des fréres Wright
1905 Théorie de la
relativité d'Einstein
1908 Premier
modele T de Ford

Clostridium botulinum

de la maladie de la
mosaique du tabac

1914 Premiere
guerre mondiale

1937 Krebs découvre le cycle
des acides tricarboxyliques

1933 Hitler devient
chancelier d’Allemagne

1939 Deuxieme
guerre mondiale

1945 Bombes atomiques

1899 Beijerinck démontre
qu'un virus est la cause

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

La coloration de Gram est établie

1885 Pasteur
développe le
vaccin contre la rage

1888 Beijerinck isole des bactéries

1896 Van Ermengem découvre

1911 Rous découvre un virus
responsable de cancer chez les poulets

1915-1917 D’Herelle et Twort
découvrent les virus bactériens

Premiére édition du Bergeys Manual
1917 Révolution
russe

1928 Griffith découvre la

1927 Vol transatlantique . P
transformation bactérienne

de Lindberg
1929 Chute du marché
des changes 1929 Fleming découvre la
pénicilline

1931 Van Niel étudie les
bactéries photosynthétiques

1933 Knoll et Ruska

d’Hiroshima et de Nagasaki
Fondation de I'Organisation
des Nations Unies

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

1950 Guerre
de Corée

1957 Constitution de la
Communauté européenne
Lancement du spoutnik
par I'Union Soviétique

1961 Jacob et Monod
proposent le modeéle
de 'opéron

1970 Arber et Smith
découvrent les endo-
nucléases de restriction

1961 Y.Gagarine, premier
homme dans I'espace

1977 Woese divise les
procaryotes en
Bacteria et Archaea
1969 N. Armstrong
marche sur la lune

1941 Beadle et Tatum formulent
I'hypothese un gene, une enzyme

1983-1984 Isolement

et identification du VIH
par Montagnier et Gallo;
Mullis développe la
technique PCR

développent le
microscope électronique

1990 Premiers tests de
thérapie génique humaine

1995-96 Séquence des génomes de
Haemophilus influenzae, Methanococcus
Jjannaschii et de la levure

2002 Synthése chimique

1992 Premiers tests du poliovirus infectieux

chez 'homme
d’une thérapie

antisens 2003 Epidémie de

SRAS en Chine

1973 Fin
de la guerre du Vietnam

1979 Traité de paix

Figure 112 Quelques événements importants € der
entre Israél et 'Egypte

dans le développement de la microbiologie. Les jalons
marquants de la microbiologie sont en rouge et discutés
dans cet ouvrage ; d’autres étapes historiques sont en noir.

1980 Premiers
ordinateurs personnels

1981 Lancement
de la 1© navette
spatiale

1986 Accident de la centrale
nucléaire de Tchernobyl

2014 Flambée

1991 Dissolution
d’Ebola

de I'Union Soviétique

2003 Seconde
guerre contre I'lrak
2005 Extension de
I'Union Européenne a 25,
2001 Attaque du World puis 27 pays
Trade Center a New York
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expériences  prouvant de
maniére concluante que les
micro-organismes se dévelop-

) paient sans contamination par
Lentille

Dair.

Cette affirmation incita Louis
Pasteur (1822-1895) a résoudre
ce probleme de la génération
spontanée. Pasteur (figure 1.14)
filera d’abord I'air au travers de
coton et trouva que des objets
ressemblant 4 des spores végé-
tales y éraient piégés. Si une par-
tie du coton ayant servi a filtrer

Porte-objet

Mise au
point

lair était placée dans un milieu

stérile, une croissance micro-
Figure 1.14 Louis Pasteur. bienne y était observée. Ensuite,
il placa des solutions nutritives
dans des flacons, chauffa leur

Poignée
goulot a la flamme et les étira de diverses facons. Les flacons a col de cygne
ainsi produits gardaient 'extrémité ouverte 4 I'air. Pasteur fit alors bouillir
les solutions pendant quelques minutes, puis les refroidit. Aucune crois-

(a) sance n'apparut méme si les contenus des flacons avaient été exposés a I'air
(figure 1.15). Pasteur fit observer qu’il n’y avait pas de croissance parce
i & u s . que la poussiere et les germes avaient été piégés sur les parois des tubes
G# Y A= o courbes. Si l'on cassait les tubes, une croissance était observée immédiate-
: ment. Pasteur avait non seulement résolu la controverse en 1861, mais il
= avait aussi montré comment garder des solutions stériles.
fJ:B = Le médecin anglais John Tyndall (1820-1893) et le botaniste alle-
mand Ferdinand Cohn (1828-1898) donneérent le coup de grice a la
dﬂj : G o= génération spontanée. En 1877, Tyndall démontra que la poussi¢re por-
Jv e tait réellement les germes et que si la poussiére était absente, le bouillon
c](t";’ i
— — =
N Z
) Les microbes ' N\ ~ N N\
sont { > \
. . . détruits ' ’
Figure 113 Le microscope d’Antonie van Leeuwenhoek et ses ‘¥
dessins. (a) Réplique en laiton du microscope de van Leeuwenhoek. Bouillon dépourvu
. ) . de cellules vivantes
L'insert montre comment il est tenu, (b) Dessins de van Leeuwenhoek de (stérile)
bactéries provenant de la bouche d’un homme. Uit ;ha]eur
est appliquée \
I'infusion, mais aussi que air externe était nécessaire a la croissance des AW \
animaux déja présents dans I'infusion. Les défenseurs de la génération 1|l N
spontanée rétorquerent que le chauffage de l'air dans les flacons scellés { B \

détruisait sa capacité & maintenir la vie et de ce fait ne discréditait pas la
théorie de la génération spontanée.
Plusieurs chercheurs essayérent de contrer ces arguments. En lais-

sant entrer de l’air dans un flacon contenant une solution nutritive On casse le cou Le cou est intact ; les

. du second flacon ; microbes de I'air sont
stérile par un tube chauff¢ au rouge Théodore Schwann (1810-1882) : - SN
o i L la croissance a lieu piégés a la base et
montra que le flacon restait stérile. Aucune croissance microbienne ne o beufilen e séie

fut observée dans le milieu. En dépit de ces expériences, le naturaliste
francais Félix Pouchet (1800-1872) prétendit en 1859 avoir réalisé des Figure 115 Les expériences de Pasteur avec des flacons a col de cygne.
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restait stérile, méme s’il érait exposé directement a air. Durant ces
études, Tyndall montra I'existence de formes bactériennes exceptionnel-
lement résistantes a la chaleur. En travaillant de maniere indépendante,
Cohn découvrit que les bactéries résistantes a la chaleur, reconnues par
Tyndall, étaient des especes productrices d’endospores bactériennes.
Plus tard, Cohn joua un réle déterminant en établissant un systeme de
classification des bactéries basé sur leur morphologie et leur physiologie.
PP Les endospores bactériennes sont une stratégie de survie (section 3.10)

Ces premiers microbiologistes ont non seulement invalidé la
génération spontanée, mais aussi permis la renaissance de la microbio-
logie. Ils ont développé des milieux pour cultiver les microbes. Ils ont
également développé des méthodes pour stériliser ces milieux et main-
tenir leur stérilité. Ces techniques furent ensuite appliquées pour com-
prendre le role des micro-organismes dans la maladie. Ces techniques
furent ensuite appliquées pour comprendre le role des micro-orga-
nismes dans la maladie.

Les micro-organismes et la maladie

Pendant des centaines d’années, la plupart des gens ont cru que les mala-
dies étaient provoquées par des forces surnaturelles, des vapeurs empoi-
sonnées et des déséquilibres entre les quatre humeurs que l'on croyait
présentes dans le corps. Le role de ces quatre humeurs (le sang, le
phlegme, la bile jaune [la colére] et la bile noire [la mélancolie]) érait
accepté depuis le temps du médecin grec Galien (129-199). Les argu-
ments en faveur de I'idée que les micro-organismes provoquaient la
maladie (Cest-a-dire la théorie du germe de la maladie) commencerent a
saccumuler au début du dix-neuvieme si¢cle a partir de différents
domaines. Agostino Bassi (1773-1856) démontra en 1835 qu'une mala-
die du ver a soie était due 4 une infection fongique. En 1845, M. J. Ber-
keley (1803-1889) prouva que la pourriture des pommes de terre en
Irlande était aussi due & une moisissure aquatique (2 I'époque considérée
comme un champignon), et, en 1853, Heinrich de Bary (1831-1888)
montra que les champignons provoquaient des maladies céréalieres.

Pasteur a aussi contribué a ce domaine de recherches de plusieurs
maniéres. Ses contributions commencérent d’une maniére qui peut
paraitre invraisemblable. Pasteur avait une formation de chimiste et il
a passé plusieurs années a étudier les fermentations alcooliques qui
produisaient de Iéchanol et étaient utilisées pour produire du vin et
d’autres breuvages alcoolisés. Lorsqu’il a commencé son travail, les
chimistes en vue de I’époque étaient convaincus que la fermentation
était due a une instabilité chimique qui dégradait les sucres en alcool.
Pasteur n’était pas d’accord. Il pensait que les fermentations étaient
dues a des organismes vivants.

En 1856, M. Bigo, un industriel de Lille en France, ot Pasteur
travaillait, fit appel a lui. Son entreprise produisait de I’éthanol par fer-
mentation des sucres de betterave. Les rendements en alcool n’arrétaient
pas de décliner et le produit était devenu aigre. Pasteur découvrit que la
fermentation alcoolique avait échoué parce que la levure normalement
responsable de la production d’alcool avait été remplacée par des bacté-
ries qui produisaient de I'acide au lieu de I’alcool. En résolvant ce pro-
bléme bien concret, Pasteur démontra que toutes les fermentations
étaient liées a Pactivité de levures ou de bactéries spécifiques.

Pasteur fut aussi prié¢ de venir en aide a 'industrie vinicole en
France. Pendant plusieurs années, des vins de mauvaise qualité avaient
été produits. Pasteur considéra ces vins comme malades et démontra
que des maladies du vin particulieres étaient associées a des micro-
organismes particuliers contaminant le vin. En fin de compte, Pasteur

suggéra une méthode de chauffage pour détruire les micro-organismes
indésirables. C’est ce qu'on appelle maintenant la pasteurisation.
Les travaux du chirurgien anglais Joseph Lister (1827-1912) sur la
prévention des infections des blessures, apporterent un soutien indi-
rect 4 la théorie du germe de la maladie. Lister, impressionné par les
études de Pasteur sur le role des micro-organismes dans la fermenta-
tion et la putréfaction, développa une méthode chirurgicale antisep-
tique destinée & empécher que les micro-organismes entrent dans les
plaies. Les instruments étaient stérilisés par la chaleur et le phénol était
utilisé sur les pansements chirurgicaux et parfois vaporisé sur la zone a
soigner. Ces méthodes furent couronnées de succes et transformerent
la chirurgie en réduisant le taux d’infections chirurgicales. Le role
préventif, que jouait le phénol bactéricide dans les plaies infectées,
apportait une preuve indirecte du role des micro-organismes.

Les postulats de Koch

La premicre démonstration directe du role des bactéries dans les mala-
dies vint de I’étude du charbon par le médecin allemand Robert Koch
(1843-1910). Koch (figure 1.16) utilisa le critére, proposé par son
ancien professeur Jacob Henle (1809-1885) et d’autres, pour établir la
relation entre Bacillus anthracis et le charbon (ou anthrax). Il publia ses
découvertes en 1876. Koch utilisa des souris comme modeles et pour
ses essais. En suivant les étapes rapportées dans la figure 1.17, il utilisa
ensuite des cochons d’inde (cobayes) pour montrer que Mycobacterium
tuberculosis causait la tuberculose (TB), qui était & cette époque une
cause majeure de mortalité en Europe. En 1905, il recut le prix Nobel
de physiologie ou de médecine ; ses criteres pour établir les relations
causales entre un micro-organisme et une maladie spécifique sont
connus sous le nom de postulats de Koch. Les postulats de Koch ont
depuis été utilisés pour découvrir les micro-organimes responsables de
nombreuses maladies infectieuses.

Figure 1.16 Robert Koch.
laboratoire.

Koch examinant un spécimen dans son




18 cHapiTrRe 1 | La microbiologie et I'évolution des micro-organismes

Postulats Expérimentation

Koch a développé une technique
de coloration spécifique pour
examiner les tissus humains.

M. tuberculosis a pu étre identifié
dans le tissu malade.

1. Le micro-organisme
doit étre présent dans

chaque cas de maladie
et étre absent chez les
individus sains.

M. tuberculosis

Patient
atteint de TB

2. Le micro-organisme
suspecté doit étre isolé
sous forme d’une
culture pure.

Koch fait pousser M. tuberculosis
en culture pure avec du sérum
de sang coagulé.

Colonies de

M. tuberculosis

3. La méme maladie doit
se produire lorsque le
micro-organisme purifié est
inoculé dans un hoéte sain.

Koch injecte des cellules de la
culture pure de M. tuberculosis
a des cobayes. Les cobayes
meurent de tuberculose.

Au départ des cobayes morts, Koch
a isolé M. tuberculosis en culture pure
sur du serum de sang coagulé.

4. Le méme micro-organisme
doit pouvoir étre isolé a nouveau
de I'héte malade.

Colonies de
M. tuberculosis

Figure 1.17 Postulats de Koch appliqués a la tuberculose.

MINI ENQUETE : Pourquoi le quatriéme postulat est-il nécessaire?

Pour éviter certaines de ces difficultés, les microbiologistes utilisent
parfois des preuves moléculaires et génétiques. Clest ainsi que les

COVID-19

F’l"

méthodes moléculaires pourraient étre utilisées pour détecter directe-

ment l'acide nucléique d’un virus dans des tissus corporels, plutét que

| Du fait qu'il s'agit d’une infection virale, le postulat de Koch n’a d’isoler le virus. Ou encore, on pourrait muter les génes associés a la

pas pu étre utilisé¢ pour déterminer la cause du COVID-19. A la
place, le liquide pulmonaire d’'un homme de 41 ans en détresse
respiratoire admis a I’hépital de Wuhan, en Chine, le 26 décem-
bre 2019 fut analysé. Apres avoir exclu les pathogenes connus, le
séquencage d’acide nucléique a révélé un virus ayant une éton-
nante similitude de nucléotide avec les autres coronavirus
précédemment isolés de chauve-souris en Chine. Le virus désor-
mais connu comme SARS-CoV-2, fut appelé a Porigine WH-
Human 1" coronavirus. Le méme virus fut rapidement isolé de
milliers d’autre patients et le nom de COVD-19 fut adopté.

virulence d’un microbe pathogene. Dans ce cas, 'organisme muté
devrait perdre tout ou partie de son pouvoir pathogeéne et la réintro-
duction du géne normal dans le mutant devrait restaurer la virulence
du pathogene.

Jusqu’ici notre attention sest surtout portée sur les méthodes de
culture des bactéries. Mais, des méthodes pour cultiver les virus patho-
génes ont aussi été mises au point car ils étaient également écudiés a cette
époque. La découverte des virus et de leur réle dans la maladie devint
possible quand Charles Chamberland (1851-1908), un des collabora-
teurs de Pasteur, construisit en 1884 un filtre en porcelaine retenant les
bactéries. Dimitri Ivanowski (1864-1920) et Martinus Beijerinck (1851-
1931) utiliserent le filtre pour étudier la maladie de la mosaique du

Bien que les postulats de Koch soient largement employés, leur
application n’est pas toujours possible. Par exemple, des virus et des
organismes qui doivent vivre 2 lintérieur de cellules hote comme
Mycobacterium leprae, agent responsable de la lepre, ne peuvent étre
isolés en culture pure. Il n’y a pas de modele animal pour certaines
maladies humaines et donc les postulats ne peuvent pas étre appliqués.

tabac. Ils trouverent que des extraits et de la séve de plantes malades
étaient infectieux, méme apres filcration sur le filere de Chamberland.
Comme l’agent infectieux passait a travers le filtre congu pour retenir les
bactéries, il devait étre plus petit quune bactérie. Beijerinck proposa les
termes de « virus filtrable » pour cet agent. Il fut démontré ultérieure-
ment que les virus étaient de petits agents acellulaires.



Limmunologie

La capacité de cultiver des micro-organismes a aussi joué un role détermi-
nant dans les premiéres études d’immunologie. En étudiant la bactérie
responsable du choléra des poules, Pasteur et Pierre Roux (1853-1933)
découvrirent quune incubation des cultures durant de longs intervalles
entre les transferts les rendait moins aptes A induire la maladie. Ces
cultures éraient dites atténuées. Des poulets soumis a ces cultures atté-
nuées restaient sains et devenaient résistants a la maladie. Pasteur désigna
la culture atténuée comme un vaccin (du latin vacca, vache) en hommage
a Edward Jenner (1749-1823) qui, de nombreuses années auparavant,
s était servi du liquide issu de pustules de la vaccine des vaches pour pro-
téger les hommes de la variole (voir Faits Historiques Importants 37.5). Peu
apres, Pasteur et Chamberland préparérent un vaccin anti-charbon atté-
nué. PP Les vaccins immunisent les populations sensibles (section 35.6)
Pasteur prépara ensuite un vaccin contre la rage en utilisant une
souche atténuée du virus de la rage. Au cours de ces travaux, un gargon 4gé
de 9 ans, Joseph Meister, mordu par un chien enragé, fut présenté a Pas-
teur. Comme, en I'absence de traitement, la mort de I'enfant était certaine,
Pasteur accepta de le vacciner. Joseph subit 13 injections sur 10 jours avec
des préparations de plus en plus virulentes du virus atténué. Il survécut.
Pour remercier Pasteur de son travail sur les vaccins, des personnes du
monde entier contribuérent & la construction de I'Institut Pasteur & Paris en
France. Une des premicéres tAches de I'Institut fut la production de vaccins.
Toutes ces avancées pionniéres en immunologie ont été réalisées
sans connaissance concréte de la maniére dont fonctionnait le systéme
immunitaire. Les immunologistes savent maintenant que le syst¢me
immunitaire utilise des agents chimiques et certains types de cellules
sanguines pour apporter une protection. Parmi ces molécules
chimiques, il y a des protéines solubles appelées anticorps, quon
retrouve dans le sang, la lymphe et d’autres fluides organiques. Le réle
de ces substances solubles dans la prévention de la maladie a été
reconnu par Emile von Behring (1854-1917) et Shibasaburo Kitasato
(1852-1931). Apres la découverte qu'une toxine bactérienne provoquait
la diphtérie, ils injecterent la toxine inactivée a des lapins, ce qui indui-
sait la production d’une antitoxine et protégeait de la maladie. On sait
maintenant que ces antitoxines sont des anticorps qui se fixent aux
toxines et les neutralisent (voir Poins forts historiques). Les premiéres
cellules du systéme immunitaire ont été découvertes quand Elie
Metchnikoff (1845-1916) observa que certaines cellules sanguines
pouvaient engloutir des bactéries pathogenes. Il appela ces cellules des
phagocytes et le processus la phagocytose (du grec phagein, manger).

L’écologie microbienne

Les techniques de culture ont été aussi appliquées a I"étude des micro-orga-
nismes du sol et des habitats aquatiques. Les premiers microbiologistes ont
étudié le role des micro-organismes dans les cycles du carbone, de 'azote et
du soufre. Le microbiologiste russe Serguei Winogradsky (1856-1953)
apporta beaucoup 2 la microbiologie du sol. Il découvrit que les bactéries du
sol oxydaient le fer, le soufre et 'ammoniaque pour obtenir de I’énergie et
que de nombreuses bactéries pouvaient incorporer du CO, dans la matiére
organique a la maniére des organismes photosynthétiques. Winogradsky
isola aussi du sol des bactéries anaérobies fixatrices d’azote et étudia la
décomposition de la cellulose. Martinus Beijerinck fut un des grands
microbiologistes pour ses contributions fondamentales non seulement en
virologie mais aussi en écologie microbienne et dans de nombreux autres
domaines. Il isola les bactéries aérobies fixatrices d’azote (Azotobacter spp.),
une bactérie d’'un nodule radiculaire également capable de fixer I'azote (du
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genre Rhizobium), ainsi que des bactéries sulfatoréductrices. Beijerinck et
Winogradsky développérent également des techniques d’enrichissement
des cultures et des milieux sélectifs, qui sont tellement importants en
microbiologie. PP Les cultures d enrichissement (section 7.7) ; Le recyclage
biogéochimique maintient la vie sur Terre (section 28.1)

Test de compréhension

1. Qu’a prouvé Pasteur lorsqu’il a montré qu’un bouchon de coton ayant
filtré I'air pouvait déclencher la croissance. A quel probléme
répondait-il?

2. Discutez les contributions de Lister, Pasteur, et Koch a la théorie des
maladies et leur traitement ou leur prévention.

3. Quel réle la capacité de faire pousser des bactéries en culture pure
joue-t-elle dans les postulats de Koch ?

4. Comment Jenner, Pasteur, von Behring, Kitasato et Metchnikoff
ont-ils contribué au développement de I'immunologie ? Pourquoi le
fait de pouvoir cultiver des micro-organismes est-il important dans
leurs travaux ?

5. Comment Winogradsky et Beijerinck ont-ils contribué a I'étude de
I'écologie microbienne ? Quelles nouvelles techniques de culture
ont-ils mis au point ?

1.4 La microbiologie englobe
de nombreuses sous-disciplines

Apres la lecture de cette section, vous devriez étre capable de :

W Construire un diagramme de concepts, un tableau ou un schéma
qui illustre la nature diverse de la microbiologie et comment elle a
amélioré les conditions humaines.

B Appuyer la conviction de nombreux microbiologistes selon laquelle
la microbiologie connait son second age d’or.

La microbiologie contemporaine est aussi diverse que les organismes
queelle étudie. Elle a des aspects a la fois fondamentaux et appliqués.
Lorientation fondamentale concerne la biologie des micro-orga-
nismes. Lorientation appliquée concerne des problemes pratiques tels
que la maladie, le traitement de 'eau et des eaux usées, la détérioration
et la production des aliments et l'utilisation industrielle des micro-or-
ganismes. Malgré cette apparente dichotomie, les orientations fonda-
mentale et appliquée sont imbriquées I'une dans 'autre. Une recherche
fondamentale est souvent menée dans des domaines appliqués et des
applications découlent souvent de la recherche fondamentale.

Un développement important et récent en microbiologie est
l'usage croissant de méthodes moléculaires et génomiques pour étu-
dier les micro-organismes et leurs interactions avec d’autres orga-
nismes. Ces méthodes ont conduit & un temps de progres rapides qui
rivalise avec I’Age d’or de la microbiologie, au point que beaucoup
pensent que la microbiologie vit un second dge d’or. PPl Les techno-
logies de ADN (chapitre 17) ; La génomique microbienne (chapitre 18) ;
Leexploration des microbes dans les écosystémes (chapitre 26)

Les principaux domaines de la microbiologie

On divise souvent la microbiologie en sous-disciplines en fonction du
type d’organisme étudié. La microbiologie englobe donc la bactériolo-
gie et la virologie ainsi que d’autres domaines spécifiques aux micro-
organismes. La microbiologie peut également étre divisée sur la base
des activités des micro-organismes (par exemple, la microbiologie
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environnementale et la microbiologie agronomique). Finalement, les
microbiologistes peuvent n’étudier quun aspect de la biologie des
micro-organismes dans des sous-disciplines telles que la génétique et
la physiologie des micro-organismes.

Un des domaines les plus actifs et importants est la microbiologie
médicale qui soccupe des maladies humaines. En médecine, les micro-
biologistes identifient I'agent responsable d’une maladie infectieuse et
participent a la planification des mesures pour le contréler et I'éliminer.
Fréquemment, ils sont impliqués dans I’identification de nouveaux
agents pathogenes tels que I'agent responsable des virus Zika et COVID-
19. Ces microbiologistes étudient aussi la fagon dont les micro-orga-
nismes provoquent la maladie. Comme décrit dans la section 1.3, notre
compréhension du réle des micro-organismes dans la maladie & com-
mencer 2 se cristalliser & partir du moment ol nous avons pu les isoler en
cultures pures. Aujourd’hui, les microbiologistes des laboratoires cli-
niques associés aux hopitaux et aux autres laboratoires cliniques utilisent
une grande variété de techniques pour fournir I'information requise par
les médecins pour diagnostiquer les maladies infectieuses.

De grandes épidémies ont régulierement affecté I’histoire de I'hu-
manité. La grippe pandémique de 1918 (« la grippe espagnole ») en est
un exemple impressionnant. Elle a tué plus de 50 millions de per-
sonnes en a peine un an. La microbiologie de la santé publique s'oc-
cupe du controéle et de la propagation des maladies contagicuses. Les
microbiologistes et les épidémiologistes de la santé publique mesurent
la fréquence des maladies dans la population. Leurs observations leur
permettent de repérer les flambées et les épidémies en développement
et d’assurer les mesures de contrdle appropriées. Ils surveillent aussi
bien les nouvelles maladies que les événements liés au bioterrorisme.
Les microbiologistes de la santé publique travaillant pour les gouver-
nements locaux surveillent les entreprises alimentaires et les approvi-
sionnements en eau de la communauté dans le but de sassurer qu’ils
sont sans danger et dépourvus d’agents pathogénes. P Epidémio-
logie et microbiologie de la santé publique (chapitre 35)

Pour comprendre, traiter et contrdler la maladie infectieuse il est
important de comprendre comment le systéme immunitaire protége le
corps contre les pathogenes. Cette question est du ressort de 'immuno-
logie. C'est un des domaines qui se développent le plus rapidement en
science. Laccélération de sa croissance coincida avec la découverte du
virus de I'immunodéficience humaine (VIH) qui cible spécifiquement
les cellules du systtme immunitaire. Cimmunologie traite aussi des pro-
blémes pratiques de santé tels que la nature et le traitement des allergies
et des maladies auto-immunes comme I’arthrite rhumatoide. pp| La
résistance innée de I’ hote (chapitre 31) ; L'immunité adaptative (chapitre 32)

L écologie microbienne est un autre domaine important de la micro-
biologie. Les écologistes microbiens emploient une variété d’approches
moléculaires et de cultures pour décrire la vaste diversité des microbes en
termes de morphologie, de physiologie et de relation avec les organismes
et les composants de leur habitat. Bien que I'importance des micro-orga-
nismes dans les contributions globales et locales aux cycles du carbone,
de l'azote et du soufte soit bien documentée, de nombreuses questions
attendent encore leur réponse. Lattention se tourne en particulier sur leur
r6le dans la production et I’élimination des gaz a effets de serre comme le
méthane et le dioxyde de carbone. Les microbiologistes utilisent aussi les
micro-organismes dans la bioremédiation pour réduire la pollution.
Létude des micro-organismes normalement associés au corps humain (le
microbiote humain) est devenue une nouvelle frontitre de I'écologie
microbienne. WP Les changements climatiques globaux (section 28.3) ;
L écosystéme microbien-humain (chapitre 33) ; La biodégradation et la

bioremédiation mettent en ceuvre des micro-organismes pour assainir l'envi-
ronnement (section 42.4)

La microbiologie agronomique, reliée a la fois a la médecine et a
I’écologie microbienne, concerne I'impact des micro-organismes sur
lagriculture. Les bactéries fixatrices d’azote sont essentielles dans le
cycle de I'azote et affectent la fertilité des sols. D’autres micro-orga-
nismes vivent dans les systémes digestifs des ruminants, comme ceux
du bérail d’élevage et métabolisent les végéraux ingérés par ces ani-
maux. Il y a aussi les pathogenes des plantes et des animaux d’élevage
qui ont un impact économique important s’ils ne sont pas controlés.
De plus, certains pathogenes des animaux domestiques provoquent
également des maladies humaines. Les microbiologistes agronomes
développent des méthodes pour augmenter la fertilité du sol ainsi que
le rendement des récoltes et étudient les micro-organismes du rumen
pour accroitre la production de viande et de lait et tentent de com-
battre les maladies végétales et animales. Actuellement, nombre
d’entre eux s’intéressent a l'utilisation de bactéries ou de virus patho-
genes des insectes comme substituts des pesticides chimiques. PP| Les
micro-organismes dans les écosystémes terrestres (chapitre 30)

La microbiologie agronomique, de méme que la microbiologie ali-
mentaire et laitiére ont facilité la production abondante et rapide d’'une
nourriture de qualité. Ces microbiologistes étudient les microbes
employés dans la fabrication d’aliments et de boissons (ex., yogourts,
fromages, bires) ainsi que ceux qui sont responsables de leur détériora-
tion ou encore aux pathogenes qui se disséminent via I'alimentation.
Des exemples de ce type sont les souches d’Escherichia coli qui ont causé
des déficiences rénales et méme la mort. Dans la protection publique, les
germes pathogeénes dans la viande et d’autres aliments sont recherchés.
Les microbiologistes de 'alimentation ménent des recherches sur I'utili-
sation de micro-organismes comme sources nutritives pour le bétail et
les étres humains. PW| La microbiologie alimentaire (chapitre 40)

La microbiologie industrielle implique l'utilisation de micro-orga-
nismes pour la fabrication de produits utiles a la société. Une avancée capi-
tale en microbiologie industrielle survint lorsquen 1929, Alexander
Fleming découvrit que le champignon Penicillium sp. produisait ce qu’il
appela la pénicilline, le premier antibiotique qui pouvait contrdler avec
succes des infections bactériennes. Bien qu’il ait fallu attendre la seconde
guerre mondiale pour que les scientifiques apprennent a la produire en
masse, ils trouvérent vite d’autres organismes capables de produire de nou-
veaux antibiotiques. Aujourd hui, ils utilisent des micro-organismes pour
produire des substances telles que des vaccins, des stéroides, des alcools et
d’autres solvants, des vitamines, des acides aminés et des enzymes. Les
micro-organismes sont également utilisés pour produire des biocarburants
comme I’éthanol. Ces nouveaux carburants sont renouvelables et peuvent
aider a réduire la dépendance aux carburants fossiles. PW| La production de
biocarburant est un domaine dynamique (section 41.2) ; Les micro-organismes
sont la source de nombreux produits importants (section 42.3)

Les progres en microbiologie médicale, agronomique, alimentaire
et industrielle sont, & bien des égards, des conséquences directes des
travaux effectués en recherche fondamentale par des microbiologistes
dans des domaines tels que la physiologie, la génétique, la biologie molé-
culaire et la bio-informatique microbiennes. La diversité métabolique
des micro-organismes est considérable. Les physiologistes étudient de
nombreux aspects de la biologie des micro-organismes dont leurs capa-
cités métaboliques. Ils s’intéressent aussi & la synthése des antibiotiques
et des toxines, a la fagon dont les micro-organismes survivent aux condi-
tions extrémes, aux effets d’agents chimiques et physiques sur la crois-
sance et la survie microbiennes. Les généticiens, biologistes moléculaires



et bio-informaticiens se concentrent sur la nature de I'information géné-
tique et sur la fagon dont elle régule le développement et le fonctionne-
ment des cellules et des organismes. Les bactéries Escherichia coli et
Bacillus subtilis, 1a levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae et les
bactériophages T4 et lambda continuent d’étre des modeles importants
pour comprendre les phénomenes biologiques.

Manifestement, le futur de la microbiologie est brillant. La géno-
mique, en particulier, est en train de révolutionner la microbiologie.
En effet, les scientifiques commencent & comprendre maintenant les
organismes 77 roto, plutdt que par le biais de 'approche réductionniste,
parcellaire. Comment évoluent les génomes des micro-organismes, la
nature des interactions hotes-pathogenes, la combinaison minimale de
génes requis pour la survie d’'un organisme, et de nombreux autres
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sujets sont A 'heure actuelle étudiés avec ardeur via des approches
moléculaires et génomiques. L'époque est excitante pour un microbio-
logiste. Que le voyage proposé dans ces pages vous soit agréable !

Test de compréhension

1. Décrivez brievement les principales sous-disciplines de la
microbiologie. Lesquelles considérez-vous comme appliquées ?
Lesquelles sont-elles fondamentales ?

2. Notez tous les produits microbiens que vous utilisez en une semaine.
Considérez bien tous les aliments et les médicaments (y compris les
vitamines).

3. Citez toutes les activités ou entreprises vous venant a I'esprit qui,
dans votre communauté, dépendent directement de la microbiologie.

oncepts clés
11 Les membres du monde microbien

B La microbiologie étudie des organismes microscopiques qui sont
souvent unicellulaires ou qui, s’ils sont pluricellulaires, n’ont pas
de tissus tres différenciés. La discipline s’intéresse aussi a des
entités biologiques acellulaires (figure 1.1).

B Les microbiologistes répartissent les organismes en trois
domaines : les Bacteria, les Archaea et les Eucarya (figure 1.3).

B Les domaines des Bacteria et des Archaea comprennent les
micro-organismes dépourvus d’organites. Les micro-organismes
eucaryotes (protistes et champignons) sont placés dans les
Eucarya. Les virus, viroides, satellites et prions sont des entités
acellulaires, qui ne sont placées dans aucun des domaines et
qui sont classées selon un systeme différent.

1.2 Les micro-organismes ont évolué et se sont
diversifiés pendant des milliards d’années

B La Terre a environ 4,5 milliards d’années. La vie a émergé
pendant le premier milliard d’années de son existence
(figure 1.4).

B T’hypothese du monde d’ARN postule que la plus ancienne entité
auto-réplicative sur la Terre a utilisé de PARN inclus dans une
bicouche lipidique. CARN emmagasine I'information génétique
et conduit des processus cellulaires (figure 1.5).

B Le dernier ancétre universel commun (LUCA) est placé sur la
branche bactérienne de l'arbre phylogénétique universel
(figure 1.3). En conséquence, on pense que les Bacteria ont été
les premicres A diverger, tandis que les Archaea et les Eucarya
sont apparues plus tard.

B Les comparaisons des protéines domestiques et des génes de la
petite sous-unité de PARNr (ARNr-PSU) ont été utiles pour
former des arbres phylogénétiques universels (figure 1.8).

B Les relations phylogénétiques sont souvent représentées sous
forme de diagrammes appelés arbres phylogénétiques. Ces arbres
peuvent étre construits en utilisant des démarches basées sur
la distance ou sur les caractéres (figure 1.9).

B Les arbres peuvent étre enracinés ou non-enracinés. Les arbres
non-enracinés peuvent étre enracinés en incluant un groupe
extérieur lorsque I'on batit I'arbre (figure 1.10).

B Les rangs taxinomiques sont positionnés selon une hiérarchie sans
recouvrement (figure 1.11). Les espéces sont nommées selon le
systéme binomial de Linné.

B Le concept d’espece chez les bactéries et les archées est difficile
4 définir car ces microbes ne se reproduisent pas sexuellement.

1.3 La microbiologie a progressé avec le
développement de nouveaux outils
pour étudier les micro-organismes

B La microbiologie est définie non seulement par les organismes
quelle étudie, mais aussi par les outils quelle utilise. La microscopie
et les techniques de culture des micro-organismes ont joué et jouent
encore un rdle déterminant dans I’évolution de cette discipline.

B Antonie van Leeuwenhocek a utilisé des microscopes simples et
a été le premier a largement décrire des micro-organismes
(figure 1.13).

B Les techniques basées sur la culture des micro-organismes ont
commencé A se développer pendant la controverse sur la
génération spontanée. Les expériences de Francesco Redi et
d’autres ont discrédité la théorie de la génération spontanée en ce
qui concerne les plus grands organismes. La génération spontanée
des micro-organismes a été réfutée par Louis Pasteur et d’autres
(figure 1.15).

B Les postulats de Koch sont utilisés pour prouver une relation
directe entre un agent pathogene suspect et une maladie.

Lorsque Koch et ses collaborateurs ont développé les techniques
nécessaires au développement des bactéries sur des milieux solides
et 4 I'isolement de cultures pures de pathogenes (figure 1.17).

B Les virus ont été découverts suite a I'invention d’un filtre bactérien
par Charles Chamberland. Dimitri Ivanowski et Martinus
Beijerinck ont grandement contribué au domaine de la virologie.

B Le domaine de I'immunologie sest développé quand les premiers
microbiologistes ont créé des vaccins et découverts les anticorps et
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les cellules phagocytaires. Pasteur, von Behring, Kitasato et
Metchnikoff ont été des contributeurs importants dans ce
domaine.

B ['écologie microbienne a pris son essor au départ des travaux de
Sergei Winogradsky et Beijerinck. Ils ont étudié le réle des
micro-organismes dans les cycles du carbone, de I'azote et du
soufre et ont développé des techniques d’enrichissement des
cultures et des milieux sélectifs.

1.4 La microbiologie englobe de nombreuses

sous-disciplines

B Ilyade nombreux domaines en microbiologic. Cela comprend la

microbiologie médicale, la microbiologie de la santé publique, la
microbiologie industrielle et la microbiologie alimentaire et
laitiére. La microbiologie écologique, la physiologie, et la
génétique sont des sous-disciplines de la microbiologie.

pprentissage actif

Pourquoi les virus, viroides, satellites et prions ne sont-ils pas
inclus dans le systéme des trois domaines ?

Certains individus peuvent étre infectés par un germe pathogéne
et pourtant ne pas développer de maladie. En fait, certains
deviennent des porteurs chroniques du pathogeéne. En quoi cette
observation affecte-t-elle les postulats de Koch ? Comment les
postulats pourraient-ils étre modifiés pour tenir compte de
lexistence de ces porteurs chroniques ?

Défendez cette affirmation : « Les vaccinations contre différentes
maladies infantiles ont contribué a I'entrée des femmes,
particuli¢rement des meres, sur le marché du travail 2 temps plein »

. Pendant de nombreuses années, les plus anciens stromatolites
apportant les preuves d’une vie ancienne sur Terre furent trouvées
dans 'Ouest de I’Australie. Les communautés microbiennes qui

ont construit ces structures sédimentaires ont été datées d’environ

3,5 milliards d’années. Cependant, en 2016 des stromatolites du
Groenland ont été évaluées a 3,7 milliards d’années. Il faut noter

que la complexité et la morphologie des stromatolites du
Groenland sont semblables a celles de 'Australie. Pourquoi y-a-t-il
intérét a dater les plus anciennes vies sur terre ? Qu'est-ce que cela
peut suggérer en termes d’évolution pendant les derniers 200
millions d’années ? Quelle signification, si toutefois il y en a une,
la distribution géographique de ces stromatolites peut-elle avoir ?

Lhypothese mondiale de TARN suggére que les ribonucléotides se
sont assemblés pour former les ARN, dont quelques-uns ont une
activité catalytique, comme cest le cas des ribozymes actuels. Il a
été suggéré récemment que des ribonucléotides inhabituels ou
modifiés (appelés non-canoniques) auraient pu étre essentiels dans
la création de ces premiers ribozymes. Pourquoi a-t-on théorisé
sur la participation de ces ribonucléotides non-canoniques ?
Pourquoi ces nucléotides auraient-ils par la suite été éliminés ?
Lire larticle original : Wolk, S.K., ez /. 2020. Modified
nucléotides may have enhanced RNA catalysis. Proc. Natl. Acad.
Sciences, USA. 117:8236-8242. doi.org/10.1073/
pnas.1809041117.



La microscopie

L'attaque bioterroriste au charbon de 2001

Lors d’un voyage vers la Caroline du Nord en fin de septembre 2001,
un photojournaliste de 63 ans de Floride a commencé a se sentir
mal. Ses muscles étaient douloureux, il était nauséeux et fiévreux.

A son retour chez lui, ses symptomes empirérent considérablement et le
2 octobre, il se réveilla en vomissant. Ce qui était plus alarmant, c’était
son état de confusion mentale. Au service d’urgence local oll sa femme
I’avait conduit, les médecins suspecterent une méningite, il lui firent une
ponction lombaire et collecterent du liquide céphalorachidien. Ce liquide
fut envoyé au laboratoire de I'hdpital ou il fut soumis a une coloration de
Gram. Ala grande surprise des scientifiques du laboratoire clinique,
I’échantillon contenait de longs batonnets Gram-positifs disposés en
chaines, une morphologie inhabituelle pour des bactéries responsables
d’une méningite classique. Sur la base des résultats de la coloration de
Gram, les médecins diagnostiquerent un charbon pulmonaire. Ceci était
trés surprenant, du fait qu’un charbon pulmonaire était extrémement
rare aux Etats-Unis. Les médecins entreprirent immédiatement une
antibiothérapie, mais I'état du photojournaliste continua d’empirer et il
mourut le 5 octobre.

C'est ainsi que débuta la premiére attaque bioterroriste au charbon
aux Etats-Unis. Au cours des cing semaines suivantes, 16 autres per-
sonnes développéerent un charbon pulmonaire, immédiatement apres
I'ouverture d’un courrier contenant des spores de Bacillus anthracis.
Quatre d’entre elles moururent. Suite a cette attaque, on apprit beaucoup
sur cette maladie et sur I’état de préparation du pays dans le traitement
du bioterrorisme. Cet événement était aussi un rappel de la grande
importance de la microscopie en microbiologie et dans le diagnostic de la
maladie.

Des membres de I'équipe des matiéres dangereuses a I'extérieur
du Capitole de Washington pendant I'attaque bioterroriste
au charbon de 2001.

Ce chapitre décrit certains des types de microscopes les plus
couramment utilisés. Cette description débute par les microscopes
optiques, puis se poursuit par d’autres types ordinaires de microscopes
aussi bien que par la maniere de préparer les échantillons pour un
examen microscopique.

Test de connaissance
En vous basant sur ce que vous avez appris auparavant, vous devriez

étre capable de :

v Expliquer pourquoi la microscopie est un outil important utilisé par les
microbiologistes (section 1.1et 1.3)

v/ Définir le grossissement

v/ Estimer la taille des organismes en utilisant le systéme métrique
(tableau 2.1)

Tableau21  Unités de mesure les plus utilisées
Unité Abréviation Valeur
1 centimétre cm 1072 métre
1 millimetre mm 1073 metre
1 micrométre pm 107® metre
1 nanomeétre nm 107° metre
1 Angstrom A 107" metre

23
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2.1 Les lentilles créent des images
en déviant la lumiére

Apres la lecture de cette section, vous devriez étre capable de :

B Relier les indices de réfraction du verre et de I'air au trajet fait par la
lumiére lorsqu’elle passe a travers un prisme ou une lentille
convexe

B Mettre en corrélation la puissance d’une lentille et la distance
focale

Les microscopes optiques ont été les premiers microscopes inventés et
ils continuent d’étre le type le plus communément employé. Le but de
tous les microscopes est d’agrandir avec précision, ou d’amplifier,
I'image d’un objet. Pour comprendre le fonctionnement d’un micros-
cope optique, il faut considérer la facon dont les lentilles dévient et
focalisent la lumiere pour former des images. Quand un rayon lumi-
neux passe d’un milieu & un autre, il est réfracté, cest-a-dire qu’il est
dévié a l'interface. Lindice de réfraction mesure de combien une
substance ralentit la vitesse de la lumiére; la direction et I'angle de
déviation sont déterminés par les indices de réfraction des deux

Figure 2.1 La déviation de la lumiére par un prisme. Les normales
(les droites perpendiculaires a la surface du prisme) sont indiquées par des
traits interrompus. Quand le rayon lumineux pénetre dans le prisme, il est
dévié vers la premiére normale. Quand il quitte le verre et retourne dans I'air,
il sécarte de la seconde normale.

Figure 2.2 Le fonctionnement d’une lentille.  Une lentille
fonctionne un peu comme une collection de prismes. Les rayons
lumineux provenant d’une source éloignée sont focalisés au foyer F.
Le foyer se trouve a une distance f, la distance focale, du centre de la
lentille.

MINI ENQUETE Si/a lentille montrée ici était plus épaisse, que
deviendrait la distance focale ?

milieux formant I'interface. Quand un rayon lumineux passe de lair
dans du verre, un milieu a indice de réfraction plus élevé, il est ralenti
et est dévié vers la normale, une ligne perpendiculaire 4 la surface
(figure 2.1). Quand le rayon lumineux quitte le verre et retourne dans
l'air, un milieu dont I'indice de réfraction est plus petit, il est accéléré
et s'écarte de la normale. Donc, un prisme de verre dévie un rayon
lumineux, parce qu’il a un indice de réfraction différent de celui de
l’air et le rayon lumineux fait un angle a sa surface.

Les lentilles fonctionnent comme une collection de prismes opé-
rant ensemble. Quand la source lumineuse est éloignée, les rayons
lumineux pénétrant dans la lentille sont pratiquement paralléles. La
lentille convexe focalise ces rayons en un point spécifique, le foyer (F
dans la figure 2.2). La distance entre le centre de la lentille et le foyer
est appelée distance focale (fdans la figure 2.2).

Nous ne pouvons pas accommoder notre regard sur des objets
situés & une distance inférieure 4 25 cm. On dépasse cette limite en
utilisant une lentille convexe comme simple loupe (ou microscope) et
en la tenant tout pres de l'objet. Une loupe donne une image nette, a
une distance beaucoup plus proche de I'eeil, et l'objet apparait plus
grand. La puissance d’une lentille dépend de la distance focale. Une
lentille ayant une distance focale courte agrandit plus un objet quune
lentille dont la distance focale est plus grande.

Test de compréhension

1. Enquoi la réfraction, I indice de réfraction, le foyer et la distance
focale different-ils ?

2. Décrivez le chemin d’un rayon lumineux au travers d’un prisme
ou d’une lentille.

3. Siles lentilles de la question précédente étaient équipées
des lunettes correctives, lesquelles seraient utilisées pour lire
et lesquelles pour la vision a distance ?

2.2 lly a plusieurs types de microscopes
optiques

Aprés la lecture de cette section, vous devriez étre capable de :
B Evaluer les contributions des parties d’un microscope optique dans
la production d’une image et I'utilisation du microscope

W Prédire le degré relatif de résolution basé sur la longueur d’onde et
I’ouverture numérique de la lentille employée pour examiner un
spécimen

B Créer un tableau comparant et différenciant les divers types de
microscopes optiques en fonction de leur emploi, des images
créées et de la qualité des images produites

Les microbiologistes utilisent couramment divers microscopes
optiques dans leur travail. Chacun d’eux a son utilité pour des appli-
cations précises. Les microscopes modernes sont tous des micro-
scopes composés, cest-a-dire qu’ils ont deux jeux de lentilles.
Lobjectif est la lentille la plus proche de I’échantillon, il forme une
image agrandie qui est encore agrandie par une ou plusieurs lentilles
supplémentaires.

Le microscope a fond clair : I'objet foncé, le fond clair

Le microscope a fond clair est utilisé en routine de microbiologie ot il
g
peut étre employé pour 'analyse d’échantillons colorés ou non. Il forme
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Figure 2.3 Un microscope a fond clair.

une image foncée sur un fond plus clair. Il est constitué d’un corps
métallique robuste, composé d’un socle et d’une potence sur laquelle les
autres parties sont attachées (figure 2.3). Une source lumineuse est
située dans le socle. Deux boutons de focalisation, les boutons d’ajuste-
ment fin et grossier, sont localisés sur la potence et peuvent déplacer le
plateau ou le porte-objectifs pour permettre la mise au point de I'image.

La platine est positionnée 2 mi-hauteur de la potence. Les lames des
microscopes sont attachées sur la platine, qui peut étre déplacée pendant
lobservation par rotation de boutons de contréle. La lentille du conden-
seur de la sous-platine (ou simplement, condenseur) est montée a I'inté-
rieur ou sous le plateau et dirige un cone de lumiére vers la lame porte-objet.
Sa position est souvent fixe sur les microscopes les plus simples, mais elle
peut étre ajustée verticalement sur les modeles plus évolués.

La partie supérieure courbe de la potence porte le corps auquel sont
attachés le porte-objectifs et un ou plusieurs oculaires.Les microscopes
binoculaires ont un oculaire pour chaque ceil. Le corps lui-méme
contient une série de miroirs et de prismes, la partie cylindrique portant
loculaire peut ainsi étre inclinée pour faciliter l'observation. Le
porte-objectifs porte trois & cinq objectifs avec des lentilles de puissance
de grossissement différente, et peut pivoter pour changer le grossisse-
ment. Idéalement un microscope devrait étre parfocal ; Cest-3-dire que
I'image devrait rester au point lorsqu'on change d’objectif.

Limage vue lors de 'examen d’un échantillon dans un micros-
cope composé est créée par I'action combinée de l'objectif et de 'ocu-
laire. La lumiere provenant de I'échantillon illuminé est focalisée par
lobjectif formant une image agrandie dans le microscope. Loculaire
agrandit encore cette premiére image. Le grossissement total est
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calculé en multipliant le grossissement de 'objectif par celui de I'ocu-
laire. Par exemple, un objectif 45x, utilisé avec un oculaire 10x, don-
nera un grossissement total de I’échantillon de 450x.

Une meilleure résolution du microscope

signifie une image plus claire

La partie la plus importante du microscope est l'objectif. I1 doit pro-
duire une image nette et pas uniquement un agrandissement. La réso-
lution est donc tres importante. La résolution est la capacité d’une
lentille de séparer ou distinguer deux objets proches 'un de lautre,
plutdt qu’un seul objet agrandi. Au mieux, la résolution d’un micros-
cope 4 fond clair est de 0,2 pm, qui est environ la dimension d’une trés
petite bactérie. Pourquoi est-ce le cas ? La résolution est en partie
dépendante de l'ouverture numérique (7 sin0) de la lentille. Louver-
ture numérique (7 sinB) d’une lentille est définie par deux compo-
sants : 7 est I'indice de réfraction du milieu dans lequel agit la lentille
et O est la moitié de I'angle du cone de lumiére entrant dans l'objectif
(figure 2.4). Un cdne ayant un angle trés étroit ne sépare pas adéqua-
tement les rayons émanant d’objets trés proches 'un de lautre et les
images ne sont pas résolues. Un cone de lumiére ayant un angle tres
large peut séparer les rayons et des objets trés proches l'un de l'autre
paraissent largement séparés et résolus. Souvenez-vous que les indices
de réfraction de toutes les matiéres, & travers lesquelles les ondes lumi-
neuses passent, déterminent la direction des rayons lumineux éma-
nant de I'échantillon. Les lentilles de I'objectif sont souvent utilisées
dans l'air ; comme sin 0 ne peut pas étre plus grand que 1 (6 maximum
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Objectif

Distance |
de travail 0 0

Lame s 1 s ]
porte-objet avec un échantillon

Figure 2.4 Louverture numérique d’un microscope. Louverture
angulaire est associée a une valeur appelée I'ouverture angulaire
(symbolisée par0), qui est la moitié de I'angle du cone de lumiére provenant
de I'échantillon et pénétrant dans une lentille. L'équation de I'ouverture
numérique est n sin®. A droite de I'illustration, la lentille a une ouverture
angulaire et numérique plus grande ; sa résolution est supérieure et sa
distance de travail plus petite.

est 90° et sin 90° est 1,00), aucune lentille utilisée dans I'air ne peut
avoir une ouverture numérique supérieure a 1,00. Le seul moyen pra-
tique d’augmenter I'ouverture numérique au-dessus de 1,00 et donc
d’atteindre une meilleure résolution, est d’augmenter I'indice de
réfraction avec de I'huile & immersion, un liquide incolore ayant le
méme indice de réfraction que le verre (tableau 2.2). En remplacant
lair par de 'huile 4 immersion, beaucoup de rayons lumineux, qui ne
pénétraient pas dans l'objectif & cause de la réflexion et de la réfraction
a la surface de lobjectif et de la lame, y entreront (figure 2.5). Il en
résulte une augmentation de l'ouverture numérique et de la résolution.

La résolution est décrite mathématiquement par une équation
développée en 1870 par Ernst Abbé (1840-1905), un physicien alle-
mand responsable d’une grande partie de la théorie optique sous-
jacente relative a la conception des microscopes. L'équation d’Abbé
établit que la distance minimale () entre deux objets qui se révele
comme des entités séparées dépend de la longueur d’onde de la lumiére
(M) utilisée pour éclairer I’échantillon et de louverture numérique de
la lentille (7 sin®), qui est l'aptitude de la lentille & concentrer la
lumieére.

_ 0,5\

7 sin 0

Tableau 2.2

/ /r\\\

Lame
porte-objet 4;,

g [
I +Huile Lame

| Ve \WV /l/couvre-objet

T

Figure 2.5 Lobjectif aimmersion d’huile.
opérant dans l'air et dans de I'huile a immersion.

Objectif a immersion

La plus petite valeur 4 est celle qui offre la meilleure résolution, et qui
permet de discerner les détails les plus fins dans un échantillon ; 4
devient plus petit lorsque la longueur d’onde de la lumiere utilisée
diminue et que 'ouverture numérique saccroit. Ainsi, la meilleure
résolution est obtenue en utilisant une lentille avec une ouverture
numérique la plus élevée possible et une lumiére de longueur d’onde la
plus courte, 4 'extrémité bleue du spectre visible (entre 450 et 500 nm).

Lexamen de la figure 2.4 montre qu'un des objectifs est plus
proche de I'échantillon que lautre. Plus précisément, objectif de
droite a une ouverture numérique plus grande et une distance de
visualisation plus courte. Celle-ci correspond a la distance entre la
surface de la lentille et la surface de la lame couvre-objet (s'il y en a
une) ou de I’échantillon, aprés une mise au point fine. Comme illustré
ici, les objectifs a larges ouvertures numériques et & grand pouvoir de
résolution ont des distances de visualisation courtes (tableau 2.2).

Louverture numérique est aussi une caractéristique importante
d’un condenseur. C’est une grande lentille convergente qui dirige un
large cone de lumiére a travers la lame et dans 'objectif. Méme si les
condenseurs ont une ouverture numérique comprise entre 1,2 et 1,4,
cette ouverture numérique ne dépassera pas environ 0,9 sauf ’il y a de
'huile entre le sommet du condenseur et le bas de la lame. En micro-
scopie courante, il n’y a pas d’huile sur le condenseur ce qui limite la
résolution globale du microscope méme équipé d’un objectif & immer-
sion.

Le calcul le plus exact du pouvoir de résolution d’un microscope
dépend de I'ouverture numérique de la lentille de 'objectif et de celle

Les propriétés des objectifs

Propriété Balayage
Grossissement 4x
Ouverture numérique 0,10
Distance focale approximative (f) 40 mm
Distance de travail 17-20 mm
Pouvoir de résolution approximatif avec 2,3 um

une lumiere de 450 nm (lumiere bleue)

Objectif

Faible puissance Puissance élevée Huile a immersion

10x 40-45x 90-100x

0,25 0,55-0,65 1,25-1,4
16 mm 4 mm 1,8-2,0 mm
4-8 mm 0,5-0,7 mm 01 mm
0,9 ym 0,35 pm 0,18 pm



du condenseur comme le montre I’équation suivante, ot NA est l'ou-
verture numérique.

A
NAob]ectif + NAcondenser

dmicroscopc =

Mais, de maniére générale la limite de la résolution d’un microscope
optique est calculée en utilisant I’équation d’Abbé, applicable au seul
objectif. Nous comprenons maintenant pourquoi le pouvoir de réso-
lution théorique maximum d’un microscope, quand on observe un
échantillon en utilisant un objectif 3 immersion (ouverture numé-
rique de 1,25) et une lumiere bleu-vert, est approximativement de
0,2 um.

_0,5x530 nm

a 1,25

=212 nmou 0,2 um

Etant donné la limite de la résolution d’un microscope optique, il
est possible de déterminer le plus fort grossissement — le grossissement
nécessaire pour augmenter la taille du plus petit objet observable afin
qu'il soit rendu visible par un microscope optique. Notre ceil peut &
peine détecter un point de 0,2 mm de diamétre et par conséquent la
limite utile du grossissement est environ 1 000 fois l'ouverture numé-
rique de l'objectif. La plupart des microscopes classiques ont un ocu-
laire de 10x et le grossissement maximum avec I’huile & immersion est
de 1000x. On peut utiliser un oculaire 15x avec de bons objectifs pour
atteindre un grossissement de 1500x. Une augmentation supplémen-
taire du grossissement ne permettra pas de voir plus de détails. On
pourrait en effet construire un microscope optique qui aurait un gros-
sissement final de 10000x, mais il agrandirait un flou. Seul le micros-
cope électronique a une résolution suffisante pour permettre des
grossissements fiables plus importants.

La visualisation des micro-organismes vivants
non colorés

Les microscopes a fond clair sont probablement ceux qui sont les plus
fréquents dans les laboratoires scolaires, de recherche et cliniques.
Cependant, les microbes ne sont pas pigmentés et donc ne sont pas
clairement visibles a cause de la faible différence de contraste entre les
cellules, les structures subcellulaires et l'eau. Ainsi qu’il apparaitra
dans la section 2.3, une solution a ce probléeme est de colorer les cel-
lules avant de les observer pour accroitre le contraste et produire des
différences de coloration entre les structures cellulaires. Malheureuse-
ment, les procédés de coloration usuels détruisent les cellules. Mais
que faire si un investigateur cherche a visualiser des cellules vivantes.
Trois types de microscopes optiques créent des images detaillées et
claires d’échantillons vivants : les microscopes a fond noir, les micros-
copes A contraste de phase, et les microscopes a contraste d’interfé-
rence différentielle.

Le microscope a fond noir : Objet clair, fond noir

Le microscope a fond noir fournit des images détaillées des cellules
et des organismes vivants non colorés en modifiant simplement la
facon dont ils sont éclairés. Un céne creux de lumiere est dirigé vers
I’échantillon de sorte que les rayons non réfléchis et non réfractés
nentrent pas dans lobjectif. Seule la lumiere réfléchie ou réfractée
par I’échantillon forme une image (figure 2.6). Le champ qui
entoure |’échantillon apparait noir, tandis que l'objet lui-méme est
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Figure 2.6 Le microscope a fond noir.  Dans un microscope a fond noir,
un écran (insert) a fond noir est placé sous le systeme du condenseur a
lentilles. Ce condenseur produit un cone creux de lumiere de sorte que la seule
lumiére, qui entre dans l'objectif est réfléchie et réfractée par I'échantillon.

brillant (figure 2.7). Le microscope a fond noir peut révéler de
grandes structures internes dans les plus grands micro-organismes
eucaryotes (figure 2.76). Il est également utilisé pour identifier des
bactéries telles que Treponema pallidum, I'agent de la syphilis
(figure 2.7a).

Le microscope a contraste de phase

Pour comprendre le microscope a contraste de phase, considérons
une bactérie dans une goutte d’eau sur une lame de microscope (par
ex. un montage humide) comme illustré dans la figure 2.8. Les
indices de réfraction de nombreuses structures cellulaires bacté-
riennes sont supérieurs & celle de l'eau. En conséquence, les ondes
lumineuses passant & travers une structure cellulaire seront diffrac-
tées et plus ralenties que les ondes passant A travers I’'eau (interne et
externe 2 la cellule). Donc deux types d’ondes lumineuses sont pro-
duites : les ondes déviées qui interagissent avec les structures cellu-
laires bactériennes et les ondes non déviées passant autour et dans la
cellule. Parce que les ondes déviées sont ralenties par rapport aux
non déviées, on dit quelles sont déphasées. C’est-a-dire que les crétes
et creux des ondes déviées et non déviées ne sont plus alignés. Habi-
tuellement, les ondes lumineuses déviées sont retardées d’environ %
de longueur d’onde comparativement aux ondes non déviées
(figure 2.8).

Un microscope a contraste de phase tire parti de ce phénomene
pour créer des différences d’intensité lumineuse qui donne un
contraste permettant A 'observateur de voir une image plus claire et
plus détaillée de I'échantillon (figure 2.9). I le fait en séparant les
deux types de lumiére de maniére telle que la lumiére non déviée
(principalement celle de I'environnement) puisse étre manipulée, puis
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(a) T. pallidum (b) Volvox

Figure 2.7 Exemples de microscopie a fond noir.  (a) Treponema pallidum, le spirochéte responsable de la syphilis. (b) Le protiste Volvox. Notez les
colonies filles a I'intérieur de la colonie mature de Volvox.
(a) CDC/Schwartz; (b) Stephen Durr

recombinée avec la lumiére déviée (la lumiére Creux de Créte de

4p P I’onde I’onde

de la bactérie) pour former une image. Deux
Lame de phase

-

composants le permettent : un annecau du |
|
T

lumineux est dirigé par 'anneau vers le conden- | |
I
.

condenseur et une lame de phase (figure 2.10).
Lanneau du condenseur est un disque opaque
avec un anneau fin transparent. Un anneau

seur qui concentre la lumiére sur I’échantillon (\
comme illustré dans la figure 2.10. La lumiére
déviée et non déviée passe ensuite a travers ['ob-

jectif vers la lame de phase. Cette lame a un
anneau étroit a travers lequel la lumiére non

déviée (c-a-d. de lenvironnement) est dirigée
(higure 2.8?. Dans un microscope a contraste de Bactérie dans  Rayon dévié Rayon dévié Les rayons déviés
phase ordinaire (contraste de phase positif),  une préparation déphasé d’1/4 déphasé d’1/2 et non déviés

I'anneau est recouvert d’une substance qui humide de longueur d’onde longueur d’onde s’annulent
avance la phase de la lumiere déviée d’un % de

longueur d’onde. La lumiére déviée est orientée Figure 2.8 La production de contraste dans un microscope a contraste de phase. Le

sur le reste de la lame de phase qui laisse passer ~ comportement des rayons lumineux déviés et non déviés (c-a-d. non diffractés) dans un microscope a
cette lumiére sans la changer. Aprés avoir quitté contraste de phase positif. Comme les rayons lumineux tendent a s'annuler, I'image de I'échantillon
la lame de phase, les lumiéres déviées et non sera sombre sur un fond clair.

déviées sont maintenant déphasées de %2 lon-

gueur d’onde (figure 2.8). Lorsque les deux également cette interférence destructive lorsque la créte d’une vague
rayons se recombinent pour former une image, ils se modifient I'un d’eau rencontre le creux d’une autre vague, les deux se « neutralisent »
l'autre, un phénomeéne appelé interférence destructive. On observe et la surface de I'eau reste calme au point de rencontre. Dans notre



(a) Une amibe

Micronoyau Macronoyau

(b) Paramecium sp.

Figure 2.9 Exemples de microscopie a contraste de phase.

(a) Une amibe, un micro-organisme eucaryote qui se déplace au moyen
de pseudopodes, s'étendant de la partie principale du corps cellulaire.
(b) Paramecium sp. coloré pour montrer un macronoyau central et un
micronoyau sphérique a son coté.

(@) Stephen Durr; (b) James Redfearn/McGraw-Hill

exemple, 'image résultante consiste en une bactérie sombre sur un
fond plus clair.

Le microscope a contraste de phase est spécialement utilisé pour
étudier la mobilité microbienne, pour déterminer la forme des cellules
vivantes et pour détecter des constituants bactériens tels que les endos-
pores et les inclusions. Tout cela se voit clairement car les indices de
réfraction sont assez différents de celui de I'eau. Les microscopes a
contraste de phase servent aussi beaucoup a I’étude des cellules euca-
ryotes. PP Les inclusions (section 3.7) ; Les endospores bactériennes sont
une stratégie de survie (section 3.10)
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Schéma de

Figure 2.10 Le microscope a contraste de phase.
I'optique du microscope a contraste de phase positif.

MINI ENQUETE Quelle est la fonction de I'anneau de phase dans
un microscope a contraste de phase ?

Le microscope a contraste d’interférence différentielle

Le microscope a contraste d’interférence différentielle (DIC) res-
semble au microscope & contraste de phase en ce qu’il produit une
image en détectant des différences d’indice de réfraction et d’épais-
seur. Des prismes générent deux rayons de lumiére polarisée dans des
plans perpendiculaires 'un 4 Iautre. Dans un type de microscope, le
faisceau objet passe A travers 'échantillon tandis que le faisceau de
référence traverse une zone claire de la lame. Aprés passage A travers
I’échantillon, les deux rayons sont recombinés et interfeérent l'un avec
lautre pour former une image. Un échantillon vivant, non coloré,
apparait ainsi avec des couleurs vives et semble sortir de l'arri¢re-plan

\

donnant & Pobservateur I'impression de voir une image a trois
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Figure 2.11 Le microscope a contraste d’interférence

différentielle. Une image du protozoaire Amoeba proteus. Cette image
apparait tri-dimensionnelle et contient beaucoup de détails.

dimensions (figure 2.11). Des structures telles que les parois cellu-
laires, les endospores, les granules, les vacuoles et les noyaux sont net-
tement visibles.

Les microscopes a fluorescence utilisent la lumiere
émise pour créer des images

Les microscopes optiques considérés jusqu’a présent forment une
image a partir de la lumiére qui passe au travers de I’échantillon. Un
objet peut aussi étre vu parce qu'il émet de la lumiére. Clest la base de
la microscopie a fluorescence. Lorsquelles absorbent une énergie
radiante, certaines molécules sont excitées et ensuite libérent une
grande partie de cette énergie sous forme de lumic¢re. Toute lumiére
émise par une molécule excitée aura une longueur d’onde plus grande
(ou sera de plus faible énergie) que la radiation originellement absor-
bée. La lumiére fluorescente est émise trés rapidement par la molé-
cule excitée qui libére I’énergie accumulée et retourne a un état plus
stable.

Le microscope a fluorescence excite un échantillon avec une
lumi¢re de longueur d’onde spécifique qui conduit 'objet & émettre
une lumiere fluorescente. La microscopie en fluorescence la plus com-
munément utilisée est la microscopie en épifluorescence, également
appelée microscopie en fluorescence a lumiére incidente ou & lumiere
réfléchie. Les microscopes a épifluorescence (Greek epi, sur) illuminent
les échantillons par le haut. Ainsi 'objectif agit comme un condenseur
(figure 2.12). Une lampe & mercure (ou une autre source) produit un
rayon lumineux qui passe au travers d’un filtre d’excitation. Celui-ci
transmet seulement la lumiére d’excitation de la longueur d’onde dési-
rée. Celle-ci est ensuite dirigée vers le bas du microscope par un miroir
particulier appelé miroir dichromatique. Ce miroir réfléchit les faibles
longueurs d’onde (c.-a-d. la lumiere d’excitation), mais laisse passer les
grandes longueurs d’onde. La lumiere d’excitation descend et traverse
lobjectif jusqu'a I’échantillon qui est habituellement coloré avec des
molécules appelées fluorochromes (tableau 2.3). Le fluorochrome

Grandes longueurs
d’onde

™ Filtre (retient le
rayonnement UV mais
permet le passage

de la lumiere visible)

A

Filtre d’excitation
(élimine les grandes
longueurs d’onde)

|_— Miroir dichromatique
(réfléchit les ondes
courtes ; transmet
les ondes longues)

Lampe 4

a mercure ” <

Longueurs

) Grandes longueurs
d’onde courtes s g

d’onde

Echantillon coloré
=%+ par un fluorochrome
(absorbe les ondes
courtes ; émet une
lumiéere de grande
longueur d’onde)

Figure 2.12 La microscopie a épifluorescence.
fonctionnement du microscope a épifluorescence.

Les principes du

absorbe I'énergie du rayonnement d’excitation et émet une lumiére
visible fluorescente. La lumiere fluorescente émise remonte dans le
microscope a travers l'objectif. Comme la lumiére fluorescente émise a
une plus grande longueur d’onde, elle traverse le miroir dichromatique
et atteint un filtre qui arréte toute lumiére d’excitation restante. Fina-
lement, la lumiére émise traverse le filtre jusqu’a loculaire.

Le microscope a fluorescence est devenu tres important en micro-
biologie. On peut identifier des bactéries pathogenes aprés coloration
a I'aide de fluorochromes ou aprés marquage spécifique avec des anti-
corps fluorescents, qui se lient & une protéine unique de cette espece.
En écologie, on utilise le microscope a fluorescence pour observer des
micro-organismes marqués par des sondes fluorescentes ou des fluoro-
chromes qui se fixent sur des constituants cellulaires spécifiques
(tableau 2.3). En outre, les écologistes microbiens utilisent la micros-
copie a épifluorescence pour observer les micro-organismes photosyn-
thétiques, car leurs pigments fluorescent naturellement lorsqu’ils sont

excités par une lumiére de longueur d’onde spécifique. Il est méme

Tableau 2.3 Fluorochromes communém

t employés

Fluorochrome Usages

Acridine orange Colore les acides nucléiques

Diamino-2-phényl Colore 'ADN

indole (DAPI)

Souvent liée aux anticorps qui fixent
des composants cellulaires
spécifiques ou aux sondes d’ADN

Isothiocyanate de
fluorescéine (FITC)

Souvent liée aux anticorps qui fixent
des composants cellulaires
spécifiques

Isothiocyanate de
tétraméthyle rhodamine
(TRITC ou rhodamine)




(a) (b)

Figure 2.13 Les colorants et marqueurs fluorescents.

de l'angine.
(a) Dr. Rita B. Moyes; (b) Larry Stauffer/Oregon State Public Health Laboratory/CDC

MINI ENQUETE Comment |'anticorps fluorescent employé dans la figure 2.13b pourrait-il étre

utilisé pour diagnostiquer une maladie infectieuse ?

possible de distinguer les bactéries vivantes des mortes par leur fluores-
cence aprés traitement par un mélange spécial de colorants
(figure 2.134). On peut ainsi visualiser et compter directement les
micro-organismes dans une niche écologique relativement peu pertur-
bée. PP Evaluation de la population microbienne (section 26.3) ; Iden-
tification des microorganismes dans les échantillons (section 36.2)

Un autre usage important de la microscopie en fluorescence est la
localisation de protéines spécifiques & I'intérieur des cellules. Une
approche est d’utiliser des techniques de génie génétique qui fusionnent
le gene codant pour la protéine étudiée avec un gene isolé d’une
méduse appartenant au genre Aeguorea. Ce géne de méduse détermine
une protéine qui émet naturellement une fluorescence verte lorsqu'elle
est exposée a une longueur d’onde particuliére et est appelée protéine
a fluorescence verte (GFP). Donc lorsque la cellule produit la protéine,
elle émet une fluorescence. La GFP a été abondamment utilisée dans
les recherches sur la division cellulaire des bactéries et les phénoménes
connexes (figure 2.14). En fait, le Prix Nobel de Chimie a été attribué
en 2008 & Osamu Shimomura (Japon) et aux Américains Martin
Chalfie et Roger Tsien pour les développements de cet outil impor-
tant. PP| Le marquage fluorescent (section 17.4)

La microscopie confocale

Comme la grosse et la petite bille présentées dans la figure 2.154, les
spécimens biologiques sont tridimensionnels. Lors de I'examen d’ob-
jets de ce type dans un microscope conventionnel, la lumiére de toutes
les zones de l'objet et pas seulement celle de la zone de mise au point,
entre dans le microscope et est utilisée pour créer une image brouillée

(a) Un échantillon de bactéries
colorées par des colorants qui permettent d’émettre une fluorescence verte pour les cellules vivantes
et une rouge pour les mortes. (b) Des anticorps fluorescents marquent des molécules spécifiques.
Dans ce cas, l'anticorps se fixe a une molécule spécifique a Yersinia pestis, la bactérie responsable
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et confuse (figure 2.154). Ce probleme a été
résolu par le développement du microscope
confocal a balayage laser (MCBL) ou plus
simplement du microscope confocal. Le
microscope confocal utilise un rayon laser
pour illuminer un objet coloré par fluores-
cence. L'un de ses composants importants
est une ouverture placée au-dessus de I'ob-
jectif, qui bloque les rayons parasites venant
des parties de l'objet inférieures et supé-
rieures au plan focal. Ainsi, seule la lumiére
provenant du plan focal sert & créer une
image beaucoup plus nette.

Un ordinateur est indispensable pour
former des images confocales. Il recoit les
informations numérisées de chaque plan de
10 pm Pobjet examiné. Ces informations per-
mettent de créer une image composite trés
claire et détaillée (figure 2.15¢) ou de créer
une reconstruction tridimensionnelle de cet
objet (figure 2.154). Des images de coupes
dans le plan x-z de 'objet peuvent également
étre générées pour donner des vues de
I’échantillon sous trois angles (figure 2.15¢).
La microscopie confocale a de nombreuses
applications. Lune est I’étude de biofilms
qui peuvent se former sur de nombreux
types de surfaces, entre autres sur des dispo-
sitifs médicaux 2 demeure comme les pro-
théses de hanche. La figure 2.15f montre
qu’il est difficile de tuer toutes les cellules dans un biofilm. C’est un
sujet de préoccupation dans le domaine médical car la formation de
biofilms sur des dispositifs médicaux peut entrainer des infections
difficiles A traiter. W Les biofilms sont fréquents dans la nature (sec-
tion 7.6)

Test de compréhension

1. Comparez et opposez la fonction d’un condenseur, d’un objectif, et
des lentilles des oculaires.

2. Que dire de la résolution s’il y a augmentation de : la longueur
d’onde, de I'indice de réfraction et de I'ouverture numérique.
Comment la résolution et le grossissement sont-ils associés ?

Figure 2.14 La protéine fluorescente verte. Visualisation de Mbl, une
protéine du cytosquelette de Bacillus subtilis. La protéine Mbl a été fusionnée
avec la protéine fluorescente verte et émet ainsi une fluorescence verte.

Jeff Errington/ Centre de biologie cellulaire bactérienne/ Newcastle University
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Diagramme schématique
des plans focaux vus par
le MCBL

A H*ﬂan X-Z
-y,

Microscopie
optique

Assemblage au
MCBL de toutes
les sections

Reconstruction 3D

)

(a) Tous les objets
tridimensionnels sont
définis par trois axes ; X,
y et z. Le microscope
confocal a balayage
laser peut créer des
images de plans formés
par les axes x ety
(plans x-y) et de plans
formés par les axes x
et z (plans x-z).

(b) Image en microscopie

optique des deux billes
montrées en (a). Notez
qu’aucune bille n’est
nette et que la plus
petite est difficilement
identifiable comme une
bille, parce que 'image
est produite par de la
lumiere émanant de
nombreux plans focaux.

(c) Le MCBL utilise la lumiéere

d’un plan focal unique pour
produire une image. Un
ordinateur connecté a un
microscope confocal peut
produire une image
composée des deux billes
en utilisant I'information
numérique des plans
multiples pris dans les billes.
Il en résulte une image nette
et plus détaillée.

(d) Lordinateur peut

également utiliser
I'information
numeérisée collectée
de multiples plans
dans les billes pour
générer une
reconstruction
tridimensionnelle des
billes.

Que peut observer un microscopiste a travers un objectif a immersion

d’huile si aucune huile a immersion n’est présente ?

=

Pourquoi la plupart des microscopes optiques n’utilisent-ils pas

d’oculaire 30x pour des grossissements plus forts ?

o

Etablissez un tableau comparant les utilisations des microscopes

MCBL : trois vues différentes

Section transversale z

N
Q
@
)
£
)
>
0
c
@
3
B
c
o
<
3]
()
7]

(e) Vues d’un échantillon, générées

par un ordinateur utilisant des
plans différents : le panneau
supérieur gauche est I'image
d’un seul plan x-y (c-a-d. du haut
vers les billes). Les deux lignes
représentent les deux plans x-z
présentés dans les deux autres
panneaux. La ligne verticale
indique le plan x-z montré dans
le panneau supérieur droit
(c-a-d. une vue de la droite de
I’échantillon) et la ligne
horizontale indique le plan x-z
montré dans le panneau
inférieur (c-a-d. une vue de face
de I'échantillon).

Reconstruction 3D par MCBL (f) Une reconstruction
d’un biofilm de P.a. tridimensionnelle d’'un

biofilm de Pseudomonas
aeruginosa. Le biofilm a
été traité par un agent
antibactérien, puis par des
colorants distinguant les
cellules vivantes (en vert)
des cellules mortes (en
rouge). Les cellules a la
surface du biofilm ont été
tuées, mais celles des
couches inférieures du
biofilm sont toujours
vivantes. Cette image met
aussi en évidence la
difficulté de tuer toutes les
cellules d’un biofilm.

Figure 2.15 La microscopie optique et confocale. (a-e) Deux billes examinées
par microscopie optique et confocale. (f) Reconstruction tridimensionnelle d’un biofilm.

(b-f) P. Dirckx/Centre pour I'engénierie des biofilms/ Montana State University

MINI ENQUETE £n quoi différe la source lumineuse d’un microscope confocal par

rapport a d’autres microscopes optiques ?

a fond noir, a contraste, a contraste d’interférence différentielle,

a épifluorescence et confocal, et les types d’images ou les images
produites par chacun, ainsi qu’une application spécifique pour

chacun.

o

Quel type de microscope devrait étre utilisé pour examiner les
échantillons suivants : bactéries photosynthétiques, bactéries
flottantes, microorganismes GFP, microbes non colorés, et écume
bleue des étangs ? Expliquer chacune de vos réponses.

protiste

2.3 La coloration facilite la visualisation
et I'identification des micro-organismes

Apres la lecture de cette section, vous devriez étre capable de :

B Recommander un procédé de fixation a utiliser lorsque le micro-
organisme est une bactérie ou une archée et lorsque c’est un

B Planifier une série de techniques de coloration pour décrire

une bactérie inconnue aussi compléetement que possible

B Comparer ce que deviennent les cellules Gram-positives et Gram-

négatives a chaque étape de la technique de coloration de Gram.
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Comme décrit dans la section 2.2, les échantillons examinés en
microscopie a fond clair doivent souvent étre fixés et colorés avant
d’étre examinés. Cette préparation sert 4 augmenter la visibilité des
micro-organismes, a accentuer les particularités morphologiques spé-
cifiques et a les conserver en vue d’études ultérieures. Il est important
de noter que certaines techniques de coloration facilitent 'identifica-
tion de l'organisme observé par les microbiologistes.

La fixation

Les cellules colorées, observées au microscope, devraient ressembler le plus
possible aux cellules vivantes. La fixation est le procédé par lequel les struc-
tures internes et externes des cellules et des organismes sont conservées et
fixées en place. Elle inactive les enzymes, qui peuvent détruire la morpho-
logie cellulaire, et durcit les structures pour queelles ne se modifient pas
durant la coloration et I'observation. Le micro-organisme est habituelle-
ment tué et fermement fixé 4 la lame porte-objet durant la fixation.

Il'y a deux types fondamentalement différents de fixation. Les bac-
wriologistes utilisent réguli¢rement une fixation a la chaleur pour
observer les bactéries et les archées. Habituellement, ils sechent et chauf-
fent doucement un film bactérien (un frottis) sur une lame de micro-
cope. Cela conserve correctement la morphologie générale et inactive les
enzymes ? Toutefois, cela détruit également les protéines des structures
intracellulaires, ce qui peut déformer leur apparence. La fixation
chimique est utilisée pour protéger les structures intracellulaires fines et
la morphologie. On lutilise souvent lors de 'examen de micro-orga-
nismes par de nombreuses techniques de microcopie électronique. Les
fixateurs chimiques pénetrent dans les cellules et réagissent avec des
composants cellulaires, généralement les protéines et les lipides, afin de
les rendre inactifs, insolubles et immobiles. Les mélanges de fixateurs les
plus courants contiennent des composés tels que I’éthanol, l'acide acé-
tique, le chlorure mercurique, le formaldéhyde et le glutaraldéhyde.

Les colorants et la coloration simple

Les nombreux types de colorants utilisés pour visualiser les micro-or-
ganismes ont deux propriétés en commun. D’abord, ils posseédent des
groupements chromophores - groupements chimiques fonctionnels
possédant des doubles liaisons conjuguées qui donnent sa couleur au
colorant. Ensuite, ils peuvent se lier aux cellules par interaction
ionique, covalente ou hydrophobe.

Les colorants, qui se fixent par interactions ioniques, sont sans
doute les plus couramment utilisés. Ils sont divisés en deux classes

générales suivant la nature de leurs groupements chargés : les colorants
basiques et les colorants acides (tableau 2.4). Le pH peut altérer l'effi-
cacité de la coloration puisque la nature et le nombre des groupements
chargés sur les constituants cellulaires varient avec le pH. Ainsi, les
colorants acides colorent mieux dans des conditions acides lorsque les
protéines et de nombreuses autres molécules portent une charge posi-
tive ; les colorants basiques sont plus efficaces aux pH élevés.

Les colorants qui se fixent par liaisons covalentes ou grace a
leurs propriétés de solubilité ont également une utilité. CADN, par
exemple, est coloré par la méthode de Feulgen dont le composé colo-
rant (réactif de Schiff) est fixé par liaison covalente aux désoxyri-
boses du DNA. Le Soudan III (Noir Soudan) colore sélectivement
les lipides parce qu’il est liposoluble et ne se dissout pas dans les
zones aqueuses de la cellule.

Les micro-organismes peuvent étre colorés par une coloration
simple n’utilisant qu'un seul agent colorant (figure 2.16). Le mérite de
cette coloration est sa simplicité et sa facilité d’utilisation. On couvre
les frottis fixés de colorant pendant un laps de temps court, l'exces de
colorant est lavé a I'eau et la lame est séchée. Les colorants basiques
comme le cristal violet, le bleu de méthylene ou la carbolfuchsine sont
fréquemment utilisés pour déterminer la taille, la forme et I'arrange-
ment des cellules bactériennes et archéennes.

La coloration d’Escherichia coli
au cristal violet

Figure 2.16 Une simple coloration illustre la taille et la morphologie
d’une cellule.
Dr Rita B. Moyes

Tableau 2.4 Les colorants ionisables

Type de colorant Exemples

Bleu de méthylene, fuchsine basique,
cristal violet, safranine, vert de malachite

Les colorants
basiques

Eosine, rose bengale et fuchsine acide ont
des groupements tels que des carboxyles
(—COOH) et hydroxyles phénoliques (—OH)

Les colorants acides

Caractéristiques des Chromophores

lls ont des groupements chargés positivement, se fixent aux
molécules a charges négatives telles que les acides nucléiques,
beaucoup de protéines et les surfaces des bactéries et des archées

lls ont des groupements chargés négativement et se fixent sur les
structures cellulaires chargées positivement
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Etapes de la Etats des
coloration bactéries
Etape 1: Cristal Les cellules
§ violet (colorant sont violettes.
primaire) pendant
\ une minute.
Rincer a I'eau.
Etape 2 : lode/ Les cellules
§ jodure (mordant) sont violettes.
pendant une minute.
\ Rincer a I'eau.
Etape 3 : Alcool Les cellules Gram-
Q (dénaturant) positives sont
% pendant violettes ;
10-30 secondes. les cellules Gram-
Rincer a I'eau. négatives sont
= incolores.
Etape 4 : Safranine Les cellules Gram-
(contre-colorant) positives sont
pendant violettes ;
) 30-60 secondes. les cellules Gram-
Rincer a I'eau. négatives sont
= Sécher. roses.

Figure 2.17 Latechnique de coloration de Gram. Les étapes de
la coloration de Gram.

MINI ENQUETE Pourquoi [étape de décoloration est-elle considérée
comme [étape la plus critique de la technique de coloration de Gram ?

Alors que la plupart des colorants colorent directement la cel-
lule ou I'objet étudié, certains (ex. encre de Chine et la nigrosine)
sont employés pour obtenir une coloration négative. Le fond est
coloré, mais pas la cellule. Les cellules non colorées apparaissent
comme des objets brillants sur un fond noir.

La coloration différentielle

La coloration de Gram, développée en 1884 par le physicien
danois Christian Gram, est la méthode de coloration la plus large-
ment utilisée en bactériologie. On I'utilise en routine dans les labo-
ratoires cliniques et comme premiére étape importante du
diagnostic des maladies infectieuses en laboratoire comme on le
décrit dans I’histoire en téte de chapitre. Cest un exemple de tech-
nique de coloration différentielle — des techniques utilisées pour
distinguer les organismes sur la base de leur coloration. La colora-
tion de Gram permet de classer la plupart des bactéries dans 'un
des deux groupes : les Gram-négatives et les Gram-positives, basés
sur la composition de leurs parois cellulaires.

Latechnique de coloration de Gram est illustrée dansla figure 2.17.
Le résultat de la coloration de Gram est que les bactéries Gram-négatives
sont colorées du rose au rouge, et les bactéries Gram-positives colorées en
violet foncé (figure 2.18a). pPp| Les parois cellulaires ont de nombreuses
Jonctions (section 3.4) % La coloration de Gram

La coloration acido-résistante est une autre technique de colo-
ration différentielle importante. Elle est utilisée pour identifier Myco-
bacterium tuberculosis et M. leprae (figure 2.185), les pathogenes
responsables respectivement de la tuberculose et de la Iepre. Les parois
de ces bactéries, de méme que d’autres mycobactéries, contiennent des

Explication lipides formés d’acides mycoliques, un groupe
d’acides gras hydroxylés & chaines ramifiées, qui
Le colorant est captée empéchent une fixation aisée des colorants sur les

de fagon égale par toutes

les cellules présentes cellules (voir figure 22.6). Une méthode fréquem-

ment employée, la méthode de Ziehl-Neelsen, utilise

de fortes concentrations de phénol et de carbolfuch-

sine ainsi que d’'un agent mouillant pour forcer la
Liode est un mordant carbolfuchsine 2 entrer dans les cellules mycobacté-
qui augmente la fixation . . ;

riennes. Une fois que le colorant est entré, les cellules

du colorant
bactériennes qui ne sont pas facilement décolorées
par de l'alcool acidifié (acide-alcool), sont dites aci-
do-résistantes. Les bactéries non acido-résistantes
La paroi des sont décolorées par I'alcool acide et sont par consé-
Gram-négatives estfineet  quent colorées différemment par un contre-colorant.
ne retient pas le colorant Une des techniques de coloration les plus

simples est la coloration des capsules (figure 2.18¢),
une technique qui révele la présence de capsules,
g habituellemen réseaux )\ hari
Seul les Gram-négatives abituellement des réseau / fie polysaccha des
non colorées peuvent entourant de nombreuses bactéries et certains cham-
capter le colorant ; le pignons. Les cellules sont mélangées avec de I'encre
cristal violet dans les de Chine ou de la nigrosine et étalées en un fin film
Gram-négatives repousse ) Aprés séchace 3 Lair. les cellul
le contre-colorant sur une lame. Aprés séchage a Iair, les cellules appa-
. . 5
raissent comme des corps plus clairs surmontés d’un
halo de capsule sur un fond bleu foncé, car l'encre ou
le colorant ne peuvent pénétrer ni dans la cellule ni

(a) Colorant de Gram (b) Colorant « Acid-fast »
Les cellules violettes sont Les cellules rouges sont positives
Gram-positives Les cellules bleues sont négatives

Les cellules rouges sont
Gram-négatives

(c) Coloration de la capsule de (d) Coloration du flagelle
Klebsiella pneumoniae de Bacillus brevis

Figure 2.18 Les colorations différentielles.
(a,c) Lisa Burgess/Mc Graw Hill; (b) James Redfeam/Mc Graw-Hill Education; (d) Dr. William A; Clark/CDC
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