STRUCTURE GENERALE DU LABORATOIRE. LE LABORATOIRE DE BACTERIOLOGIE: ARCHITECTURE ET FONCTIONNEMENT

L’architecture et l’organisation fonctionnelle du laboratoire de bacteriologie doivent repondre a un certain nombre de caracteristiques qui s’exercent a differents niveaux.

La specificite de la technologie bacteriologique impose que cette activite soit nettement separee des autres secteurs du laboratoire.

Dans les gros laboratoires de bacteriologie, plutot que d’organiser le laboratoire dans une seule et grande piece, il semble preferable de disposer de plusieurs unites plus petites. 

Les locaux

L’accueil, le prelevement

Cette partie du laboratoire est destinee a l’accueil de l’ensemble des patients qui frequentent le laboratoire. Elle doit comporter une salle d’attente contigue au secretairiat. L’enregistrement des ordonnances est ainsi facilement realise. Les salles de prelevement doivent avoir une surface suffisante. Le sol doit etre facile a nettoyer. Les salles doivent etre munies d’un point d’eau (lavabo ou evier) et d’une paillasse avec arrivee de gaz. Un petit scialytique muni d’une ampoule a halogenes est indispensable. Il est important, pour realiser de certains prelevements (selles, urines), d’installer, dans cette piece, des toilettes ou le patient peut s’isoler.

Le materiel specifique de prelevement et indispensable au bacteriologiste, en plus des dispositifs necessaires aux ponctions veineuses, comprend: des abaisse-langue, des ecouvillons steriles, des vaccinostyles steriles, des pipettes Pasteur, des speculums steriles de taille differente, des curettes ophtalmiques steriles.

Le secretariat

Plaque tournante du laboratoire, les demandes d’analyses y arrivent, elles y sont enregistrees, distribuees aux secteurs techniques pour y etre executees. Quand les resultats y reviennent, ils y sont mis en forme avant leur expedition.

Le laboratoire proprement dit

Y sont realises tous les travaux necessaires (preparation des frottis, ensemencements, etc).

La piece bien eclairee par la lumiere de jour, l’orientation au nord, permet de disposer d’un eclairage relativement regulier. L’eclairage artificiel d’ambiance est dispense par des tubes fluorescents qui permettent un bon rendu des couleurs. Au niveau des postes de travail, un eclairage localise supplimentaire est apporte au moyen d’une applique orientable.

Les murs sont revetus d’une peinture unie, claire, non eblouissante, lavable. Les revetements muraux en carreaux de faience donnent satisfaction. Le sol sera carrele. Le plafond est clair et reflechissant.

Les paillasses et plans de travail

Les paillasses sont generalement standadisees sous forme de modules. Elles sont formees d’un plan de travail et d’un dosseret. Le plan de travail doit etre lisse, sous forme de plaques de plastique ou de verre teinte emaille. La couleur du revetement sera neutre: blanc casse, gris. Il est necessaire de prevoir un dosseret de paillasse. En cas d’accident, c’est une protection qui empeche l’ecoulement du liquide entre le mur et le plan de travail; suffisamment profond (15 cm), il constitue une interessante surface de degagement. Des meubles prennent place sous les paillasses: tiroires, placards, etageres. Les bacs de lavage sont de deux types:

· d’une part, les cuvettes, de petit volume, sont reservees a la realisation des colorations;

· d’autre part, les cuves profondes destinees au lavage des objets volumineux. Elles sont alimentees en eau chaude et froide.

Chaque poste de travail doit etre equipe de son arrivee de gaz, de sa prise de vide et de pression. Le poste de travail peut donc etre defini comme un “ensemble ergonomique” qui comprend 1,5 m de longueur de paillasse, avec eventuellement les surfaces laterales de degagement, une cuvette pour colorations, une arrivee de l’ensemble des fluides.

Des sieges speciaux de laboratoire completent cet ensemble. Il s’agit de tabourets, tournants, reglables en hauteurs, munis d’un repose-pied et d’un dossier. Le siege et le dossier sont recouverts d’un materiau lisse, impermeable et facile a nettoyer et a desinfecter en cas d’accident.

La sterilisation

Y est realise la decontamination des cultures avant leur elimination, en employant plusieurs appareils assurant la sterilisation (fours Pasteur ou Poupinel, autoclaves, etc.). 

La laverie  

Y est realise le nettoyage des recipients et de la verrerie.

Les locaux, suffisamment vastes, bien aeres, sont faciles a nettoyer. Le sol doit etre cimente ou carrele, les surfaces de paillasse doivent etre suffisantes pour servir, le cas echeant, de surfaces de degagement. Leur surface doit etre lisse, d’un entretien aise, resistante aux desinfectants et a l’humidite. Deux ou trois bacs-lavabos, de taille suffisante, alimentes en eau chaude et froide, completes d’egouttoir, permettent de realiser les vaisselles et les rincages.                    

La preparation des reactifs et des colorants, ainsi que l’elaboration, le conditionnement et le stockage des milieux de culture sont relisees dans une piece particulierement amenagee, situee dans la partie propre du laboratoire. L’elaboration des milieux se fait a partir de poudres lyophilisees.

L’appareillage

Lors de l’installation des paillasses, il est important d’avoir prevu les surfaces qui seront occupees par le refrigerateur, le congelateur, les etuves, le centrifugeur, la table a microscopes. 
Les outils du bacteriologiste

Dans beaucoup de cas, les bacteries peuvent etre manipulees avec une boucle (morceau de fil de platine, d’acier nickele ou de nikel-chrome, courbe en boucle fermee a une extremite et fixe a un manche metallique d’environ 10-12 cm de long) ou un fil droit (le manche metallique porte un morceau de fil droit d’environ 5-8 cm de long). La boucle ou le fil droit se sterilisent par flambage, immediatement avant l’emploi:on chauffe le morceau de fil de l’instrument au rouge, a la flamme d’un bec Bunsen et on le laisse refroidir.

Quand une boucle sterile est trempee dans une suspension de bacteries puis retiree, elle emporte avec elle un petit film circulaire de liquide qui contient de nombreuses cellules bacteriennes – ce qui peut constituer un inoculum. La taille de cet inoculum dependra de la concentration en cellules de la suspension et de la dimension de la boucle de fil (qui transporte souvent de 0,01 a 0,005 ml de liquide) – deux facteurs evidemment controlables. On peut meme manipuler des quantites de liquide encore plus petites avec le fil droit, puisque celui-ci ne prelevera que le minuscule volume de suspension qui adhere a la surface du fil. On peut aussi utiliser la boucle et le fil droit pour prelever de petites quantites de materiel solide – par exemple, de petites portions d’une colonie bacterienne – simplement en portant la boucle ou la pointe du fil droit au contact de ce materiel. La quantite de materiel emportee ne sera pas connue, mais c’est generalement sans importance. Les inocula liquides ou solides emportes par une boucle ou un fil droit peuvent servir a ensemencer un milieu, soit solide, soit liquide.

Boucle comme fil droit doivent etre flambes immediatement apres usage, afin qu’ils ne contaminent pas la paillasse, ni l’environnement. Des eclaboussures avec formation d’aerosols peuvent se produire lors du flambage d’une boucle ou d’un fil droit portant un reste d’inoculum. C’est pourquoi ce flambage se fait souvent avec un bec Bunsen special garni d’un manchon tubulaire. 

Pour de plus grands volumes de liquide, on peut utiliser des pipettes Pasteur ou des pipettes graduees. L’aspiration se fait soit au moyen d’une poire de caoutchouc (tetine), soit au moyen d’un systeme mecanique – jamais avec la bouche. En bacteriologie, les pipettes sont habituellement bouchees a l’ouate avant d’etre sterilisees, de facon a eviter la contamination de la poire ou du systeme de pipettage mecanique. 

LA SECURITE AU LABORATOIRE

Un etudiant debutant en bacteriologie devrait avoir constamment a l’esprit qu’il a affaire a des organismes vivants – qui peuvent etre des agents pathogenes reconnus ou potentiels. Une bonne bacteriologie est une bacteriologie sure et il est sage d’etudier les regles de securite du laboratoire avant d’entreprendre le moindre travail pratique. Les regles qui suivent meritent une attention speciale.

1. Quand vous travaillez au laboratoire, portez une blouse de laboratoire propre afin de proteger vos vetements. 

2. Ne mettez rien en bouche. Il est potentiellement dangereux de manger, de boire ou de fumer au laboratoire. Pour pipetter, utilisez une poire de caoutchouc (tetine) ou un systeme mecanique, comme un vide-pipette (“pi-pump”). N’aspirez jamais a la bouche.

3. Maintenez la paillasse – et l’ensemble du laboratoire – propre et en ordre.

4. Ecartez tous les dechets contamines en les placant (sans les jeter) dans le recipient approprie.

5. Placez les pipettes, lames port-objets, etc., contaminees, dans un desinfectant adequat, actif pendant un temps suffisant, avant de les laver et de les steriliser.

6. Evitez de contaminer le milieu ambiant avec des aerosols contenant des bacteries ou des spores vivantes. Les aerosols sont faits de toutes petites particules (invisibles) de liquide ou de solide, en suspension dans l ‘air. Ils peuvent se former lorsque des bulles eclatent, quand on ajoute un liquide a un autre ou quand une goutte de liquide tombe sur une surface solide – choses qui peuvent arriver au cours de bien des manipulations bacteriologiques. Les particules de moins de quelques micrometres peuvent rester en suspension dans l’air pendant un certain temps et peuvent etre inhalees par les personnes presentes. Il est clair que les aerosols peuvent constituer une source potentielle d’infection. Le travail bacteriologique est parfois effectue dans des hottes speciales – en partie pour eviter ce risque d’infection par aerosols.

7. Signalez rapidement tout accident et degat a l’un des instructeurs.

8. Lavez-vous soigneusement les mains avant de quitter le laboratoire.

QU’EST-CE QU’UNE BACTERIE?

Les bacteries sont des organismes que l’on trouve a peu partout. Elles manifestent parfois leur presence – les blessures s’infectent, le lait surit, la viande se putrefie – mais habituellement nous les ignorons parce que leurs activites sont moins evidentes et a cause de leur petite taille. Il a fallu attendre l’apparition du microscope, au XVIIe siecle, pour que l’on decouvre leur existence.

Dans la plupart des cas, la bacterie est un etre unicellulaire autonome. La cellule bacterienne presente une organisation procaryote et differe de facon marquee des cellules eucaryotes des animaux et des plantes. Certaines de ces differences sont donnees dans le tableau 1. 

Tableau 1. Quelques differences importantes entre les cellules eucaryotes et procaryotes

	Cellules eucaryotes
	Cellules procaryotes

	Les chromosomes sont inclus dans une sorte de sac fait d’une membrane double: la membrane “nucleaire”
	Il n’y a pas de membrane nucleaire: les chromosomes sont au contact direct du cytoplasme   

	Les chromosomes sont de structure complexe; l’ADN est habituellement associe a des proteines appelees histones
	La structure chromosomique est relativement simple

	La cellule se divise par mitose ou meiose
	La division cellulaire n’implique ni mitose, ni meiose

	Les composes de structure de la paroi cellulaire, quand il en a une, sont la cellulose ou la chitine, jamais le peptidoglycane.   
	La paroi cellulaire contient habituellement du peptidoglycane, jamais de cellulose, ni de chitine.

	La presence d’organites intracellulaires (mitochondries, reticules endoplasmiques, appareil de Golgi) est generale
	Jamais d’organites intracellulaires

	Les ribosomes sont de deux types: plus grands dans le cytoplasme, plus petits dans les mitocondries et les chloroplastes
	Tous les ribosomes sont de la meme taille

	Coefficient de sedimentation du ribosome 

80 S (cytoplasme)

70 S (mitochondries)                                                                
	70 S (50S, 30S)

	Quand il existe des flagelles, leur structure est complexe
	Quand il existe des flagelles, leur structure est relativement simple


On place les bacteries dans la categorie des “micro-organismes”. Ceux-ci comprennent, outre les bacteries, plusieurs types d’autres organismes – les algues, les champignons, les lichens, les protozoires, les virus et les agents subviraux. Si toutes les bacteries sont des micro-organismes, tous les micro-organismes ne sont donc pas des bacteries.   

POURQUOI ETUDIER LES BACTERIES?

Une des raisons majeures de cette etude est la lutte contre la maladie. Les bacteries sont la cause de quelques maladies graves, ainsi que de multiples affections benignes. La prevention et le controle de ces maladies dependent en grande partie des efforts des bacteriologistes. La bacteriologie medicale, dont les precurseurs les plus illustres furent Louis Pasteur et Robert Koch, a pour l’objet l’etude des bacteries agents de maladies infectieuses chez l’homme.

Quelques importantes qu’elles soient, les bacteries pathogenes ne constituent qu’une petite partie de l’ensemble de la population bacterienne. La plupart des bacteries ne presentent que peu ou pas de danger et beaucoup s’averent indeniablement utiles a l’homme. Par exemple, certaines d’entre elles produisent les antibiotiques qui ont revolutionne la therapeutique, tandis que d’autres fournissent les enzymes des poudres a lessiver “biologiques”. D’autres encore servent “d’insecticides microbiens” et protegent les cultures de certains insectes nuisibles. Des bacteries sont meme utilisees pour fabriquer des plastiques biodegradables et pour extraire les metaux de minerais de mauvaise qualite ou difficiles a traiter.

De facon surprenante peut-etre, l’industrie alimentaire fait souvent appel aux bacteries. Quand il s’agit de nourriture, on considere generalement comme un mal ces microbes qui “gates” ou “empoisonnent” les aliments, mais certaines especes sont en fait employees pour la production alimentaire. Ainsi, dans la fabrication du beurre, du fromage et du yoghourt, certaines bacteries interviennent pour convertir le lactose du lait en acide lactique. L’industrie alimentaire utilise la gomme de xanthane, formee par certaines souches de bacteries, comme agent gelifiant et epaississant. C’est sous l’action de bacteries que le vinaigre est obtenu a partir de l’alcool et des bacteries participent egalement a la fabrication du cacao et du cafe.

Les bacteries et leurs composants jouent aussi un role central en biotechnologie – avec des applications en medecine, dans l’industrie et l’agriculture. Par exemple, on a recours a la technologie de l’ADN recombinant pour produire des medicaments (streptokinase, insuline, etc.), des vaccins, etc.

Enfin, les bacteries assurent des roles essentiels dans les cycles geochimiques – dont, en definitive, toute vie depend. 

De ce bref resume, il ressort clairement que mieux nous connaitrons les bacteries, plus efficacement nous pourront en limiter les potentialites nocives et en exploiter les activites utiles.

CLASSIFICATION ET NOMENCLATURE DES BACTERIES

Depuis la naissance de l’Histoire naturelle dans l’Antiquite et en particulier depuis Aristote, auteur de la premiere classification connue, un des principaux objectifs des naturalistes a ete de reunir les differents objets naturel en groupes les plus homogenes possibles de facon a mieux comprendre leurs relations. Il faut distinguer dans cet acte trois concepts: 1) la taxonomie, qui est la science de la classification; 2) la classification, qui est l’ensemble des relations existant entre les objets etudies; 3) la nomenclature, qui est la denomination des divers objets a classer.

Historiquement, on peut distinguer trois phases dans l’histoire de la taxonomie, la premiere etant basee sur l’etude du phenotype (classification phenotypique) et les dernieres sur celle du genotype (classifications genetique, phylogenetique). 

La premiere tentative de definir des regles taxonomiques a ete realisee au XVIIe siecle par Linne. La classification linneenne correspond a mettre dans un meme groupe ou taxon (groupe de base d’une taxonomie) des organismes possedant certains caracteres phenotypiques en commun. On distingue ainsi plusieurs niveaux taxonomiques de plus en plus eleves, tels qu’espece, genre, famille, ordre, classe, type, regne, domain. Les especes qui sont suffisamment semblables sont placees dans un meme genre, et les genres qui montrent une certaine similarite sont groupes dans la meme famille. Une espece peut etre subdivisee en deux souches ou plus. Il s’agit d’organismes qui correspondent a la meme definition d’espece, mais qui presentent entre eux des differences mineures. En general, les membres d’une famille bacterienne auront une structure similaire, utiliseront la meme forme d’energie, et reagiront d’une meme facon typique a certains colorants. Dans une telle famille, les especes seront groupees en genres sur base de leurs activites chimiques, de leurs exigences nutritives, des conditions dans lesquelles elles peuvent croitre et (dans une certaine mesure) selon leur forme et leur taille.

Une autre tentative, la classification genomique, compare le degre de similitude des sequences nucleotidiques de l’ADN des souches a classer: plus cette similitude est grande, plus les souches sont proches. Par exemple, si le pourcentage de similitude est de 70 % ou plus, les souches seront classees dans la meme espece; s’il est au moins de 30 %, elles seront classees dans le meme genre. 

La troisieme technique de classification est de definir la place des divers organismes dans un arbre phylogenetique, selon les recommandations de Lamarck et de Darwin. Plus cet ancetre commun est proche, plus le taxon defini est inferieur, par exemple espece ou genre. Cette taxonomie est basee soit sur l’etude des fossiles soit sur des HLA. Cependant, s’il est relativement facile d’observer des filiations entre souches par cette methode, l’ordre et l’anciennete des divergences, et donc la definition des taxons, restent la encore difficiles a objectiver.

La nomenclature bacterienne est regie par diverses regles edictees par le Comite International de Bacteriologie Systematique. Le nom donne a une bacterie suit toujours les propositions de Linne. Le premier mot, en italique et commencant par une majuscule, correspond au genre. Le deuxieme, egalement en italique est grammaticalement un adjectif, s’ecrit sans majuscule, et definit l’espece: Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis.    

Les noms des familles et des ordres bacteriens ne s’ecrivent pas en italique, mais recoivent une majuscule initiale. En outre, ces noms ce terminent de facon standardisee. Les noms de famille finissent en “-aceae” (par exemple, les Enterobacteriaceae) et les noms d’ordre en “-ales” (par exemple, les Actinomycetales).

L’avantage d’un systeme standardise de classification et de nomenclature a l’echelle internationale est evident. Pourtant ces regles ne sont pas toujours respectees dans la litterature – soit que les auteurs ignores les regles (ou les noms revises), soit qu’ils privilegient certaines caracteristiques selon l’usage qu’il fait de la classification. Par exemple, un medecin distinguera Escherichia coli de Shigella dysenteriae du fait de leurs pouvoirs pathogenes differents, tandis qu’un geneticien reunira les deux dans un meme taxon, car tous les criteres phenotytiques ou phylogenetiques montrent leur extreme ressemblance.

Ceci ramene a la constatation, que les classifications sont faites pour les biologistes et non pour les organismes a classer: les bacteries se preoccupent fort peu de leur classification. Il est donc probable que pendant longtemts encore coexisteront plusieurs classifications, selon l’usage qu’on veut en faire.

DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIQUE 
La meilleure facon d’affirmer la nature infectieuse d’une maladie est de detecter et d’isoler de l’organisme le microbe en cause. C’est le diagnostic direct, qui n’est malheureusement pas toujours realisable.

· Examen microscopique

Il peut se faire a l’etat frais ou apres coloration. Il est evident que l’examen microscopique ne permet que rarement l’identification precise d’un germe. En revanche, il renseigne rapidement sur la presence de bacteries dans un produit pathologique. De ce fait, il peut etre utile pour le clinicien.

· Recherche d’antigenes solubles

Elle consiste a rechercher immunologiquement des antigenes bacteriens liberes au cours de l’infection dans divers liquides biologiques.

· Examen bacteriologique (mise en culture)

 Seule la culture permettra l’identification complete des bacteries. Le prelevement est ensemence sur des milieux favorables simples ou enrichis pour obtenir des souches pures qui sont identifiees, testees vis-s-vis des antibiotiques, eventuellement conservees.

· Examen biologique (inoculation a l’animal)

 Dans certains cas precis, l’inoculation directe du produit pathologique a l’animal receptif peut etre envisagee. Les bacteries, meme peu nombreuses, trouvent alors dans cet hote des conditions plus favorables a leur multiplication. Le developpement d’une maladie typique permet du meme coup l’identification de la bacterie. A partir du sang ou des visceres de l’animal on peut facilement isoler le germe en culture pure.

· Identification d’ADN ou d’ARN bacteriens par les techniques de la biologie moleculaire
Dans certains cas l’agent infectieux peut avoir disparu avant ou peu apres l’apparition des symptomes, soit spontanement, soit a la suite d’un traitement antibiotique anterieur. Dans d’autres cas, les techniques d’isolement sont longues et delicates et d’application difficile dans un laboratoire non specialise. Le diagnostic indirect (immunologique) est alors le seul possible.

· Serodiagnostic

Il cherche a mettre en evidence chez le sujet suspect, divers anticorps caracteristiques de l’affection. Ils n’apparaissent pas immediatement mais apres une certaine duree (au moins 7 jours) d’evolution de la maladie et persistent souvent longtemps apres la guerison.

· Intradermoreactions (tests cutanes d’hypersensibilite retardee)

La reaction consiste a introduire dans la peau (voie epidermique ou intradermique) l’antigene bacterien, dit allergene, et de noter, 2 a 4 jours apres, l’apparition d’une reaction cellulaire locale sous forme de papule erythemateuse. Une reaction positive signe une hypersensibilite specifique.

Dans le laboratoire de microbiologie, il n’existe pas une methode generale d’examen qui puisse permettre l’isolement de tous les microorganismes pathogenes susceptibles d’etre present dans un prelevement donne. Le clinicien doit donc orienter les recherches en communiquant des renseignements cliniques concernant son malade. Quelquefois, les premiers resultats de l’examen microbiologique peuvent conduire le medecin a reconsiderer son diagnostic clinique et a modifier la therapeutique qu’il a entreprise.

La necessite de la liaison laboratoire-clinique est essentielle. Si cette cooperation n’existe pas, les malentendus se produiront au detriment du malade. 

LA CELLULE BACTERIENNE
Forme

La forme de la cellule bacterienne varie beaucoup d’une espece a l’autre. Les cellules arrondies ou “spheriques’ – de quelqu’espece qu’elles soient – ont recu le nom de coques. Les cellules allongees sont appelees simplement batonnets. Tous les coques ne sont pas vraiment spheriques, et tous les batonnets n’ont pas exactement la meme forme. Par exemple, certains coques sont plus ou moins reniformes, les batonnets sont essentiellement des cylindres a extremites hemispheriques (Bacterium, Clostridium), mais on en connait aussi a extremites fine, pointues (bacilles fusiformes) ou au contraire planes, dits “a bouts carres” (Bacillus). Les cellules ovoides, intermediaires entre coques et batonnets, ont recu le nom de coccobacteries. Certaines bacteries sont incurves (Vibrio, Campylobacter). Il existe aussi deux types de cellules spiralees: certaines plutot rigides (spirilles), d’autres flexibles (spirochetes). 

Habituellement, les cellules d’une espece bacterienne donnee presentent a peu pres la meme forme. Dans certaines especes cependant la forme varie d’une cellule a l’autre – parfois de facon tres marquee. On parle alors de pleiomorphisme.

Dans un environnement adapte les cellules des bacteries peuvent etre associees en groupements qui sont caracteristiques de l’espece. Les groupements sont essentiellement induits par le processus de division bacterienne.

Tableau 2. Types d’associations des cellules bacteriennes
	Disposition
	Exemples

	Cellules spheriques en paires
	Diplococcus (Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae)

	Amas irregulier de cellules spheriques
	Staphylococcus

	Tetrades (paquets de quatre cellules spheriques) 
	Tetracoccus 

	Paquets cubiques de cellules spheriques
	Sarcina 

	Chaines de cellules spheriques
	Streptococcus 

	Chaines de cellules cylindriques
	Streptobacillus 

	Association en palissade (des cellules allongees s’alignent cote-a-cote), lettres chinoises, amas d’epingles
	Corynebacterium  Mycobacterium


Les cellules bacteriennes se mesurent en micrometres, (m; 1(m = 0,001 mm. Les bacteries les plus petites ont une taille d’environ 0,2 (m (les cellules de Chlamydia); a l’autre bout de l’echelle, certaines cellules de Spirochaeta avoisinent les 250 (m de long.

LA MICROSCOPIE

En bacteriologie, il est souvent necessaire d’utiliser de forts grossissements (1.000x par exemple) et pour cela, le microscope doit comporter un objectif a immersion (grossissement 100x) et un oculaire adequat (environ 10x). Quand on utilise l’objectif a immersion, on depose une goutte d’huile a immersion pour remplir l’espace entre lentille et le dessus du couvre-objet (ou, le plus souvent, entre la lentille et le frottis).

A quoi sert cette huile? La lentille d’un objectif puissant a une distance focale tres courte, et la lumiere venue du specimen doit y penetrer dans un angle large. Ceci n’est possible que si l’espace entre lentille et speciment est rempli d’une matiere qui a un indice de refraction convenable. Quand l’huile a immersion – dont l’indice de refraction est approximativement de 1,5 – remplit l’espace entre lentille et couvre-objet, les rayons lumineux passent du couvre-objet dans un milieu dont l’indice de refraction est proche de celui du verre (environ 1,5). En concequence, chaque rayon gardera sa direction initiale (non refractee) comme s’il traversait toujours du verre. Ainsi la penetration des rayons dans la lentille peut se faire dans l’angle le plus large.

Quand c’est de l’air (indice de refraction = 1) qui separe la lentille du couvre-objet, de certains rayons ne peuvent sortir du verre. Ils sont reflechis vers l’interieur du verre, par la face superieure du couvre objet. Les rayons qui arrivent dans un angle plus petit par rapport à la verticale peuvent penetrer dans la lentille. Mais dans ce cas, il y a moins de lumiere qui gagne l’objectif. En l’absence d’huile, certains des rayons emis par le specimen n’arrivent jamais à la lentille.

La microscopie en contraste de phase

Le microscope ordinaire revele de fins details lorsque les differentes parties du specimen absorbent des quantites differentes de lumiere ou (peut-etre grace a la coloration) absorbent des couleurs differentes. En effet, l’absorption a modifie la lumiere incidente en diminuant l’intensite de son mouvement vibratoire. Ces variations d’amplitude  sont bien percues par l’oeil. Dans les memes conditions, les objets qui absorbent la lumiere de facon presque identique on ne peut les distinguer. Ainsi, a l’etat frais, en fond clair, le cytoplasme d’une cellule et son noyau ont pratiquement la meme transmission lumineuse; on les differencie donc fort mal. Mais la lumiere qui a traverse le noyau, plus dense que le cytoplasme, prend du retard dans son cheminement, de meme que la lumiere qui a traverse le cytoplasme chemine differemment  de celle qui a traverse le milieu environnant. Ni l’oeil, ni la plaque photographique ne possedent les recepteurs voulus pour differencier entre eux ces trains d’ondes successifs caracterises par leurs differences de phase. Le but de la microscopie en contraste de phase est donc de transformer de dephasage de la lumiere incidente, non percu par l’oeil, en variation d’amplitude qui, elle est percue.
On parvient a ce resultat en placant, au niveau du condensateur, un diaphragme qui rend annulaire la source lumineuse, et en placant, au niveau du plan focal arriere de l’objectif, la ou la lumiere incidente se concentre, une lamelle annulaire dont l’epaisseur et l’absorption sont appropriees. Cette lamelle fera preceder, ou au contraire retardera d’un quart de longueur d’onde (90(), la lumiere qui la traverse. Quant a la lumiere refractee, en quadrature par rapport a la lumiere incidente, elle se repartit sur tout le plan focal de l’objectif, elle est peu influencee par l’anneau de phase. Selon que l’anneau de phase decale la lumiere incidente dans le sens positif (+ 90(), ou la retarde dans le sens negatif (- 90(), celle-ci se place en phase (contraste positif: image plus foncee que le fond) ou en opposition de phase (contraste negatif: image plus lumineuse que le fond) avec la lumiere refractee.

L’oeil se trouve donc place dans la situation ou il doit interpreter une variation d’amplitude.

Le microscope a contraste de phase permet d’obtenir des images bien contrastees d’objets transparents. Il est particulierement indique pour l’etude des cellules vivantes non colorees, observees dans leur milieu biologique, c’est-a-dire a l’etat frais.

La microscopie sur fond noir

Il s’agit d’un mode particulier d’eclairage des objets à examiner qui apparaissent comme des points brillants sur un fond obscur “comme un ciel constelle d’etoiles par une nuit claire et sans lune” (M. Langeron). Le principe de cette methode consiste, au moyen d’un condensateur de type particulier, dit condensateur a fond noir, a devier, par reflexion sur un miroir, les rayons lumineux emis par la source d’eclairage, de telle facon qu’ils ne puissent pas penetrer dans l’objectif (le fond est noir). Si un objet (une bacterie, par exemple) se trouve sur le trajet de ces rayons, il modifie leurs parcours et les refracte de telle sorte qu’ils penetrent dans l’objectif. L’observateur voit donc des objets eclaires lateralement, brillants sur fond noir.

Cette methode permet d’observer facilement des bacteries difficiles à colorer ou peu refringentes. Elle est utilisee pour l’observation des bacteries spiralees (spirochetes) ou pour observer la mobilite de certaines especes (vibrions, Campylobacter).

L’EXAMEN MICROSCOPIQUE

L’examen cytologique permet de denombrer les elements cellulaires (aspect quantitatif) et de les identifier (aspect qualitatif). L’examen microscopique permet d’etudier la presence de bacteries dans des liquides organiques qui sont normalement steriles: sang, liquide cephalo-rachidien (LCR) et liquide pleural, ainsi que dans des prelevements non steriles des voies respiratoires (bouche, nez, gorge, crachats), du tube digestif, de la peau, de l’oreille, de l’oeil, de l’appareil genito-urinaire. Cet examen peut apporter une information tres precieuse pour le diagnostic et le traitement immediat de la maladie.   

Cependant, l’examen microscopique ne constitue generalement qu’une etape d’orientation, seule la culture (l’examen bacteriologique) permettra l’identification complete des bacteries.

L’examen microscopique peut se faire à l’etat frais ou apres coloration.

L’examen direct a l’etat frais permet d’apprecier la morphologie des bacteries, leurs groupements, leur abondance et observer leur mobilite. Il permet egalement d’apprecier la composition de l’exsudat inflammatoire. Pour cela on examine l’un des deux deux types de preparations: “goutte pendante” ou “entre lame et lamelle”.

La coloration

On recourt souvent à la coloration pour detecter, classer ou identifier les bacteries ou pour observer des composants bacteriens particuliers. Dans la plupart des cas, les cellules sont tuees et “fixees” avant d’etre colorees. 

Les colorants sont habituellement appliques à un mince film de cellules etale sur une lame de microscope. On peut examiner les cellules d’une culture pure en pratiquant comme ceci: au moyen d’une boucle d’inoculation, on depose un peu d’eau sur une lame porte-objet propre, puis (toujours avec la boucle) on melange a cette eau un tout petit peu de materiel preleve sur une colonie pour obtenir une suspension de cellules. Avec la boucle encore, on etale cette suspension sur une surface d’un ou deux centimetres carres et on laisse secher – ce qui donne un frottis. Le frottis est ensuite fixe par deux a trois passages rapides dans la flamme. Il est ainsi pret pour la coloration et l’examen au microscope. S’il s’agit d’une culture en milieu liquide, une goutte de suspension bacterienne sera prelevee a l’aide d’une pipette Pasteur (ou d’une boucle), deposee sur lame et etalee soigneusement.

On peut aussi faire un frottis directement a partir de prelevements (urine centrifugee, pus, sang, etc.).

Coloration simple (on utilise un seul colorant: bleu de methylene, fuchsine, etc.)

Sur le frottis correctement fixe, on fait couler la solution de colorant jusqu’a ce que le frottis soit couvert. On laisse en contact environ 1 à 3 minutes. La lame est ensuite rincee abondamment à l’eau, sechee entre deux feuilles de papier buvard et observer a immersion. Toutes les structures seront colorees. 

Coloration complexe (on emploie deux ou plusieurs colorants ou/et reactifs). 

STRUCTURE ET COMPOSITION DE LA CELLULE BACTERIENNE

Toutes les bacteries presentent-elles une structure generale similaire? La reponse est non: la structure fine (ultrastructure) aussi bien que la composition chimique de cellules d’especes differentes peuvent varier grandement. C’est pourquoi il n’existe pas de bacterie “type”. Ci-dessous va etre decrite, de facon tres schematique, une bacterie “composite”. 

Le chromosome – une structure circulaire d’ADN – est extremement replie en un corpuscule appele nucleoide. Ce nucleoide baigne dans un liquide complexe, le cytoplasme, qui remplit l’interieur de la cellule. Le cytoplasme contient les ribosomes: minuscules organites impliques dans la synthese des proteines. Parfois, il y a aussi des granules de reserve d’aliments nutritifs, etc. Nucleoide, cytoplasme, ribosomes et granules de reserve sont entoures d’une enveloppe membranaire, la membrane cytoplasmique (aussi appelee membrane cellulaire ou membrane plasmique). La couche la plus externe de la cellule bacterienne est une paroi cellulaire solide (mecaniquement resistante). L’ensemble forme par la membrane cytoplasmique et la paroi cellulaire constitue l’enveloppe cellulaire. Entre la membrane cytoplasmique et la paroi cellulaire s’etend ce que l’on appelle l’espace periplasmique. Le flagelle est un mince appendice capilliforme de nature proteique qui intervient dans la mobilite cellulaire et qui s’attache a l’enveloppe cellulaire par des structures specialisees. Certaines cellules n’ont qu’un flagelle, d’autres en ont un grand nombre. 

Il est important de noter que toutes les bacteries ne possedent pas toutes les structures indiquees ci-dessus, et que, par contre, certaines bacteries presentent des structures qui n’y apparaissent pas.

Ainsi, un certain nombre de structures bacteriennes sont permanentes, constantes (cytoplasme, nucleoide, ribosomes, membrane cytoplasmique, mesosomes, paroi cellulaire), d’autres sont facultatives, inconstantes (inclusions de reserve, spore, capsule, flagelles, pili, plasmides).

On dit parfois que la cellule est “simple” parce qu’on n’y trouve pas les compartiments specialises (noyau, mitochondrie, etc.) des cellules eucaryotes. Cependant, au niveau moleculaire, la bacterie use des strategies subtiles    et sophistiquees qui impliquent un haut degre d’organisation, tant fonctionnelle que structurelle. 

LES ENVELOPPES CELLULAIRES

La paroi cellulaire
C’est une couche rigide qui entoure le protoplaste des bacteries. La paroi est un constituant essentiel qui ne manque que chez de tres rares especes bacteriennes (mycoplasmes). D’une espece a l’autre, la paroi cellulaire peut differer beaucoup en epaisseur, en structure et en composition. Toutefois, il n’y a que deux grands types de parois. On peut generalement determiner si une cellule donnee possede l’un ou l’autre de ces types, grace a sa reaction a certains colorants. Ainsi, colorees par le violet de gentiane et l’iode, les cellules possedant le premier type de paroi gardent le colorant, meme quand on les traite par des solvants comme l’acetone ou l’ethanol. Les cellules possedant l’autre type de paroi, dans les memes conditions, ne gardent pas le colorant (elles se decolorent). Cet important procede de coloration a ete decouvert empiriquement dans les annees 1880 par le savant danois Christian GRAM. Les bacteries qui gardent le colorant (et qui possedent le premier type de paroi) sont dites Gram-positives; celles qui peuvent etre decolorees (et qui possedent l’autre type de paroi) sont dites Gram-negatives. Les parois cellulaires des bacteries Gram-positives et Gram-negatives sont decrites ci-dessous. Toutefois, on trouve, dans les deux eventualites, un constituant commun, le peptidoglycane.

Le peptidoglycane est un heteropolymere macromoleculaire; il est compose de chaines polysaccharidiques reliees entre elles par de courts peptides, ce qui lui donne une structure reticulee. La chaine polysaccharidique (glycanique) est faite de l’alternance de N-acetyl-glucosamine et d’acide N-acetyl-muramique. Les chaines peptidiques formees au minimum de quatre aminoacides, sont toujours fixees sur l’acide muramique. Ces tetrapeptides sont relies directement entre eux ou par une chaine interpeptidique. Une macromolecule bi- ou tridimensionnelle et ainsi formee. On remarquera que le peptidoglycane contient des constituants qui n’existent que chez les bacteries: acide muramique, acide diaminopimelique, acides amines de la serie D. 

Le peptidoglycane est la cible d’une enzyme presente dans tout le regne vivant, le lysozyme, qui decoupe les chaines glucidiques quand elles sont accessibles. De certains antibiotiques ((-lactamines, glycopeptides, fosfomycine) perturbent la synthese des chaines interpeptidiques. Sous leur action on voit apparaitre des deformations. L’accroissement de la paroi et la division deviennent impossibles. La bacterie peut se lyser ou eclater sous l’effet de la pression interne du cytoplasme de 5 a 20 atmospheres.    

· Paroi des bacteries Gram-positives
La paroi Gram-positive est relativement epaisse (de 30 a 300 nm environ) et, au microscope electronique, elle a generalement un aspect simple et uniforme. Le peptidoglycane constitue 40 a 80 % de la paroi. Essentiellement, ce peptidoglycane est fait de chaines lineaires heteropolysaccharidiques pontees par de courts peptides, pour former une structure reticulee a trois dimensions (le sacculus) qui entoure le protoplaste.

Dans ce type de paroi, le sacculus est constitue d’un peptidoglycane en plusieurs couches et se construit, au cours de la croissance, de l’interieur vers l’exterieur. Dans ce processus, le nouveau peptidoglycane s’ajoute a la face interne (cytoplasmique) de la paroi. Au fur et a mesure que la bacterie grandit, les couches migrent vers l’exterieur jusqu’a la surface de la cellule. Les couches les plus anciennes finissent par s’en aller par fragments.

Il existe aussi des constituants mineurs d’un point de vue quantitatif:

· les acides teicoiques, sont des polymeres de glycerol ou de ribitol et de phosphore fixes sur la N-acetyl-glucosamine. Ces chaines traversent le peptidoglycane et forment des structures chargees negativement a la surface bacterienne. Les acides teicoiques sont les antigenes les plus importants des bacteries Gram-positives et jouent un role dans les transferts d’ions et dans la fixation de certaines proteines par l’intermediaires d’un ion Ca2+.
· les acides lipoteichoiques sont fixes par leur partie lipidique dans la membrane cytoplasmique et s’etendent dans la paroi et au dela; il jouent le meme role que les acides teicoiques mais interviennent aussi dans l’adherence aux cellules et ont un faible effet toxique;

· chez certaines bacteries (Mycobacterium, par exemple), la paroi contient des lipides et des cires, tandis que dans d’autres (par exemple, des souches de Streptococcus) elle contient des hydrates de carbone.

La composition de la paroi peut varier selon les conditions de croissance.

· Paroi des bacteries Gram-negatives
Au microscope electronique, la paroi Gram-negative (20 a 30 nm d’epaisseur) se revele faite de couches distinctes. La couche interne – la plus proche de la membrane cytoplasmique – consiste en un “gel periplasmique” de peptidoglycane, representant de 1 a 10 % de la paroi. Les liaisons interpeptidiques y sont peu nombreuses ou meme absentes, donc c’est plutot une structure bidimensionnelle. D’autres couches sont associees au peptidoglycane:

· la lipoproteine;

· la membrane externe;

· les lipopolysaccharides.

La membrane externe (ME) est une bicouche lipidique contenant des proteines – c’est-a-dire qu’elle ressemble a la MCP. Les proteines contribuent environ pour moitie a la masse de la membrane externe. Elles se differencient en proteines majeures (70%) et mineures (30 %). Certaines proteines majeures, appelees porines, se groupent par trois pour former des pores remplis d’eau, qui traversent toute l’epaisseur de la membrane externe. De tels pores permettent a certains ions et molecules de franchir la membrane externe. D’autres proteines majeures, appelees nonporines, servent de recepteur pour les bacteriophages et les pili. La plupart des proteines mineures sont des enzymes impliquees dans les mecanismes de captation (ions, vitamines) et de transport specifique transmembranaire. De facon generale, la membrane externe est permeable aux petits ions et aux petites molecules hydrophiles – mais beaucoup moins permeables (voire impermeable) aux molecules hydrophobes ou amphipathiques.

La lipoproteine realise la liaison entre la ME et le peptidoglycane sous-jacent. 

La couche externe de la paroi gram-negative se compose de macromolecules appelees lipopolysaccharides (LPS). La partie la plus profonde du LPS, le lipide A, est un glycolipide qui substitue les phospholipides de la couche externe de la ME. Le lipide A determine le pouvoir toxique des bacteries Gram-negatives. Il s’appelle encore “endotoxine”, parce que son effet ne se manifeste qu’a la suite de la lyse cellulaire. Sur le lipide A des polysaccharides complexes sont fixes. Ces polysaccharides sont essentiels pour la physiologie bacterienne dans les processus de penetration de nutriments ou de toxiques, ils sont specifiques de sous-especes ou de types (antigene R) et comportent des sucres originaux. Les chaines specifiques O, qui forment la partie la plus externe de la paroi, consistent en sous-unites oligosaccharidiques lineaires ou ramifiees. La composition chimique de cette chaine peut varier d’une souche a l’autre (antigene O), et cette variation est utilisee pour l’identification serologique de souches particulieres. 

Les LPS creent une charge negative nette a la surface des bacteries Gram negatives ce qui protege contre la fagocytose et empeche l’acces de molecules toxiques a la surface de la cellule.

L’espace periplasmique est une region entre les deux membranes (externe et cytolasmique) de la bacterie Gram negative. On pense qu’il a une structure gelatineuse avec une petite quantite de peptidoglycane. L’espace periplasmique contient un certain nombre de proteines associees:

· au transport de nutriments dans la cellule;

· a des enzymes impliquees dans la digestion des nutriments, comme les proteases;

· a des enzymes protegeant la cellule contre des toxiques chimiques comme les (-lactamases qui detruisent la penicilline.

Chez les cellules Gram positives, ces enzymes (appelees exo-enzymes) sont normalement secretees dans le milieu environnant. La presence de la membrane externe chez les bacteries Gram negatives permet a la cellule de garder l’enzyme et ne pas la perdre dans son milieu.

La coloration de GRAM

Un frottis fixe a la chaleur est colore pendant deux minutes au violet de gentiane (le colorant penetre dans le cytoplasme des bacteries). Il est ensuite rince rapidement a l’eau courante, traite pendant 30 s par la solution de Lugol (solution aqueuse d’iode et d’iodure de potassium), et de nouveau rince rapidement. L’iode reagit avec le colorant et le rend insoluble. On soumet alors le frottis colore a une etape de decoloration en le traitant avec un solvant comme l’ethanol (95%). Il s’agit la de l’etape critique: la lame est maintenue inclinee et on fait couler le solvant sur le frottis pendant 1 a 3 secondes seulement, jusqu’a ce que le colorant cesse de s’echaper librement du frottis. Celui-ci est alors immediatement rince a l’eau courante. La permeabilite plus grande des bacteries Gram-negatives a l’alcool permet la decoloration. A ce stade, les cellules Gram-negatives seront incolores, les cellules Gram-positives violettes. On soumet ensuite le frottis a une contre-coloration d’une a deux minutes a la fuchsine basique diluee, pour colorer (en rouge) les cellules Gram-negatives presentes. Apres un bref rincage, on seche le frottis au buvard et on l’examine a l’objectif a immersion.

L’interet de cette coloration est de donner une information rapide et medicalement importante, car le pouvoir pathogene et la sensibilite aux antibiotiques sont radicalement differents.

Paroi des Mycobacteriaceae (bacteries acido-alcoolo-resistantes)

Ce sont des bacteries Gram-positives, possedant une quantite importante de peptidoglycane, mais celui-ci est recouvert de lipides et de cires (jusqu’a 70 % du poids de la paroi). Ces lipides complexes, ramifies et de gros poids moleculaire (surtout les acides mycoliques), sont lies a des polysaccharides et a des proteines. Cette couche externe explique la resistance des mycobacteries dans l’environnement et la sensibilite aux antibiotiques tres eloignee de celle de bacteries a Gram positif. La coloration de Ziehl-Neelsen permet de differencier ces bacteries par leur propriete d’acido-alcoolo-resistance. 

La coloration de ZIEHL-NEELSEN (coloration acido-resistante)

Les bacteries “acido-resistantes” different de toutes les autres bacteries en ceci: une fois coloree par la fuchsine basique concentree, chaude, il est impossible de decolorer ces bacteries par des acides mineraux ou par des melanges d’acide et d’ethanol. Citons parmi ces bacteries, Mycobacterium tuberculosis. Un frottis fixe a la chaleur est recouvert d’une solution concentree de fuchsine basique et la lame est chauffee jusqu’a ce que la solution se mette a fumer; elle ne devrait pas bouillir. On maintien la lame chaude pendant environ 5 minutes, on la laisse refroidir puis on la rince a l’eau courante. Pour decolorer on laisse couler de la solution aqueuse d’acide sulfurique a 5 % sur le frottis tenu verticalement. Apres un lavage a l’eau, le frottis subit une contre-coloration avec un colorant de contraste (comme le bleu de methylene), puis est a nouveau lave et seche. Les cellules acidoresistantes gardent le colorant rouge, tandis que les autres se colorent en bleu.      

Fonctions de la paroi cellulaire:

1. Elle confere la forme des bacteries (bacteries spheriques en forme de coques ou cocci; bacteries allongees en forme de bacilles; bacteries de forme spiralee);

2. La paroi evite au protoplaste degats mecaniques et lyse osmotique;

3. La paroi agit comme un “tamis moleculaire” – une barriere de permeabilite selective;

4. C’est au niveau de la paroi que se situent les determinants antigeniques responsables de l’antigenicite somatique (antigenes R et O);

5. La paroi participe dans les processus de croissance et de division cellulaires;

6. Determine le pouvoir toxique des bacteries (surtout Gram-negatives);

7. C’est au niveau de la paroi que se trouvent des recepteurs qui reconnaissent les bacteriophages;

8. De certains antibiotiques et enzymes agissent au niveau de la paroi.

Mise en evidence:

1. Microscopie electronique 

2. Plasmolyse

3. Methodes specifiques de coloration

Protoplastes, spheroplastes et formes L

Lorsque le peptidoglycane est altere (suite a l’action des antibiotiques ou du lysozyme) ou absent, la paroi bacterienne perd sa rigidite et la bacterie tend a se lyser en raison de la forte pression osmotique intra-cytoplasmique. Toutefois, la bacterie peut survivre en milieu hypertonique. Elle prend alors une forme globuleuse.

Quand une cellule est totalement depouillee de sa paroi, la structure qui en resulte s’appelle un protoplaste. Bien qu’entoure seulement par la membrane cytoplasmique, un protoplaste peut survivre (en laboratoire) et effectuer bon nombre de processus propres a une cellule vivante normale. Toutefois, si un protoplaste est place dans un milieu plus dilue que son cytoplasme, l’eau penetre a travers la membrane cytoplasmique (par osmose). Le protoplaste gonfle et eclate – c’est ce qu’on appelle la lyse osmotique.   

On appelle spheroplaste une bacterie Gram-negative depourvue de peptidoglycane par l’action de certains facteurs, et limitee par la membrane externe et la membrane cytoplasmique.

Les formes “L” sont des cellules spheriques ou aux contours irreguliers qui apparaissent spontanement chez certaines especes de bacteries, et qui peuvent s’induire chez d’autres, notamment, par choc thermique ou par d’autres stimuli physico-chimiques. La designation “forme L” fait reference au Lister Institute of Preventive Medecine de Londres. Les formes L sont capables de se diviser dans un milieu approprie. Lorsque l’on supprime l’agent inducteur, la reversion vers la forme initiale est possible, mais, dans certains cas, elle ne survient pas (formes L fixees).

Parfois dans l’organisme sous l’action des (-lactamines peuvent apparaitre des formes L. L’effet lytique des antibiotiques n’est plus observe dans ces conditions. Ces formes-ci, etant protegees dans certaines zones denses (par exemple, la medullaire du rein), sont capables de se multiplier et d’entretenir l’infection.

La membrane cytoplasmique

Elle est situee sous la paroi, a son contact. L’adhesion n’est pas toujours parfaite et delimite l’espace periplasmatique. Les mesosomes sont des invaginations de la membrane cytoplasmique; ils ne sont bien developpes que chez les bacteries a Gram positif. En milieu hypertonique, le cytoplasme se retracte, ce qui decolle la membrane cytoplasmique de la paroi: c’est le phenomene de plasmolyse.  

La membrane cytoplasmique est constituee d’une double couche de molecules lipidiques de 7 a 8 nm d’epaisseur, dans laquelle des molecules de proteines sont partiellement ou completement enchassees. Certaines de ces proteines s’etendent sut toute l’epaisseur de la membrane. La disposition des molecules de lipides est telle que les faces interne et externe de la membrane sont hydrophiles, tandis que l’interieur est hydrophobe.

Ces lipides sont principalement des phospholipides. Un phospholipide, le phosphatidyl-glycerol semble present chez la plupart des bacteries. La presence d’autres types de lipides depend surtout de l’appartenance de la bacterie a l’une ou a l’autre de deux grandes categories: les bacteries Gram-positives et Gram-negatives. La phosphatidylethanolamine est generalement plus commune et abondante dans les bacteries Gram-negatives. La phosphatidylcholine (lecithine) se trouve dans certaines bacteries Gram-negatives, mais pas dans les Gram-positives. Les sterols ne se trouvent que dans les membranes des mycoplasmes et des champignons.

La membrane n’est pas une structure rigide: les molecules lipidiques y sont en fait a l’etat liquide et restent associees grace a l’action de forces intermoleculaire.

Les proteines comprennent diverses enzymes – par exemple, les “proteines fixatrices de penicilline” (PBP, pour “penicillin-binding proteins”) impliquees dans la synthese du peptidoglycane, le polymere de l’enveloppe cellulaire (ces proteines peuvent etre inactivees par les penicillines et les antibiotiques a noyau (-lactame). S’y trouvent aussi des composants des systemes de transport (qui vehiculent ions et molecules a travers la membrane) et des composants des systemes convertisseurs d’energie (dans les mesosomes) telles les ATPases et les chaines de transfert d’electrons. Dans certaines bacteries, il y a aussi des “proteines receptrices” qui detectent les changements du milieu exterieur.

La membrane cytoplasmique n’est pas vraiment permeable a la plupart des molecules. Certaines petites molecules non chargees ou hydrophobes – par ex. O2, CO2, NH3 et l’eau – franchissent la membrane plus au moins librement. D’autres molecules (incluant les elements nutritifs) et les ions doivent etre transportes au travers par des mecanismes speciaux, dont certains exigent de la cellule une depense d’energie. Ces mecanismes permettent a la cellule d’accumuler une substance particuliere jusqu’a des concentrations de loin superieures a celle qui regne dans le milieu environnant.

Les fonctions de la membrane cytoplasmique sont nombreuses:

· elle forme une barriere osmotique;

· elle contient des systemes de transport, les permeases, qui assurent la penetration selective de certaines substances (sucres, acides amines, ions mineraux);

· elle contient de nombreuses enzymes, notamment ceux qui interviennent dans le metabolisme energetique. La membrane cytoplasmique joue donc le meme role que les mitochondries dans les cellules eucaryotes;

· le prolongement de la membrane cytoplasmique que constitue le mesosome, porte un site d’attachement du chromosome bacterien. Il intervient dans la regulation de la division cellulaire. Lors de la division cellulaire, le filament d’ADN se replique et les deux chromosomes se separent;

· elle est impliquee dans la synthese du peptidoglycane et des phospholipides;

· les recepteurs de la membrane cytoplasmique sont responsables de chimiotactisme

Mise en evidence: 1. Microscopie electronique

                                2. Phenomene de plasmolyse

 La capsule

Certaines bacteries dans leur milieu naturel (par exemple macroorganisme) synthetisent des polymeres organiques, qui forment la couche la plus exterieure de cellule bacterienne et que l’on appelle une capsule. C’est un constituant inconstant de la bacterie. Une macrocapsule, ou capsule “vrai”, est suffisamment epaisse (c’est-a-dire d’une epaisseur superieure a 0,2 micrometres) pour etre visible au microscope optique ordinaire apres preparation adequate. Par contre, une microcapsule n’est detectable qu’au microscope electronique ou par des techniques serologiques. Une couche muqueuse (le slime) est constituee de fibres polysaccharidiques qui adherent lachement a la paroi cellulaire; d’habitude, elle diffuse dans le milieu quand les cellules sont en culture liquide. 

Les capsules sont principalement composees d’eau; la partie organique est habituellement un homopolysaccharide (comme la cellulose, le dextran) ou un heteropolysaccharide (comme l’alginate, l’acide colanique, l’acide hyaluronique), mais chez certaines souches de Bacillus anthracis, par exemple, la capsule est un homopolymere d’acide D-glutamique. Les liaisons entre la capsule et paroi peuvent etre ioniques et/ou covalentes. 

Les capsules exercent diverses fonctions. Elles peuvent notamment:

1. empecher la dessication;

2. agir comme barriere de permeabilite vis-a-vis des ions metalliques toxiques;

3. empecher l’infection par des bacteriophages;

4. constituer une reserve nutritive;

5. promouvoir l’adhesion (l’attachement) des bacteries aux cellules des tissus, ou à des supports inertes (plaque dentaire sur l’email dentaire, biofilm sur les catheters, les instruments et les protheses, par ex.);

6. aider la cellule a eviter la phagocytose;  

7. rendre les bacteries resistantes a l’action des antiseptiques, desinfectants et antibiotiques;

8. augmenter le pouvoir pathogene des bacteries;

9. permetre une classification antigenique des bacteries capsulees (antigene K).

Mise en evidence: La coloration negative de BURRI-HINSS
Sur une lame porte-objet, melanger une goutte d’encre de Chine avec une goutte de la suspension bacterienne à examiner.

Etaler sur la lame, laisser secher a l’air.

Fixer le frottis a la chaleur.

Inonder le frottis avec une solution aqueuse de fuchsine, laisser agir 2 minutes.

Laver à l’eau, secher entre deux feuilles de papier buvard.

Resultat: l’encre est repousse par la capsule et celle-ci apparait comme un halo incolore sur fond noir. Le cytoplasme microbien est colore en rouge par la fuchsine.

LES CONSTITUANTS INTERNES

Le cytoplasme

Est un fluide aqueux (a 80% compose d’eau) qui contient des ribosomes, des elements nutritifs, des ions, des enzymes, des dechets et diverses molecules impliquees dans les syntheses, l’entretien cellulaire et le metabolisme energetique. Dans certaines conditions, on peut y trouver des granules de reserve. Aucun organite cellulaire n’est present dans le cytoplasme. La  consistence dense du cytoplasme assure la permanence du milieu interne de la cellule bacterienne.

Fonction: siege du metabolisme bacterien.

Mise en evidence: par toutes les methodes de coloration, surtout a des colorants basiques.    

L’appareil nucleaire (le nucleoide)

Il est compose d’ADN (80%) et d’ARN. L’ADN est bicatenaire et circulaire, parfois lineaire, non entoure par une membrane. Dans la cellule l’ADN est comprime (replie) en multiples boucles stabilisees par de l’ARN et des proteines (voisines des histones). Chaque boucle est elle-meme “superenroulee” sous l’action de l’ADN gyrase. Ca permet a l’ADN chromosomique, qui est environ 1000 fois plus long que la longueur d’une bacterie, d’occuper une place reduite. Sur l’ADN sont aussi fixees de nombreuses proteines et des enzymes de synthese (ADN-polymerase pour la duplication de l’ADN; ARN-polymerase-ADN-dependente pour la synthese des proteines). Lors de la division bacterienne, le chromosome est duplique et chaque copie constitue le chromosome de chacune des cellules filles.

Une bacterie peut contenir plus d’une copie de son chromosome. Cela depend de l’espece et des conditions de croissance. Chez certaines especes, chaque cellule contient normalement de nombreuses copies du chromosome.

Fonction: L’ADN regente la  vie de la cellule en codant pour toutes les enzymes (controlant donc structure et metabolisme) et les diverses molecules d’ARN (impliquees dans la synthese des proteines et certaines fonctions de controle). L’information contenue dans l’ADN regule et coordonne la croissance et la differenciation. En outre, l’ADN regle sa propre replication et constitue un systeme auto-controle: il dispose de divers mecanismes pour detecter et reparer l’ADN endommage ou modifie. Toute cette information est transmise aux cellules filles lorsque le chromosome se replique et que la cellule parentale se divise. 

Mise en evidence:    1. Microscopie electronique

                                2. Methodes speciales de coloration (par exemple, coloration de Robinow-Feulgen)

Les plasmides

De nombreuses bacteries contiennent un ou plusieurs plasmides. Un plasmide est un morceau d’ADN supplementaire, beaucoup plus petit que le chromosome, situe dans le cytoplasme des bacteries. La plupart des plasmides sont circulaires, mais existe aussi des plasmides lineaires. Ils ne sont, dans les conditions naturelles, pas indispensable a la vie de la bacterie mais lui apportent des caracteres permettant la survie dans des conditions defavorables ou etendant son ecosysteme. Fonctionnellement, les genes portes par les plasmides sont extremement divers: genes structuraux (F-fimbriae, pili), genes metaboliques et cataboliques (metabolisme des sucres, catabolisme de molecules organiques), genes de production de toxines (Ent-enterotoxine) ou d’enzymes (Hly-hemolysine), genes de resistance aux antibiotiques (R-plasmides), etc. Une meme bacterie peut comporter, dans son cytoplasme, aucun plasmide, plusieurs copies du meme plasmide ou plusieurs types de plasmides  differents.

La replication des plasmides se fait independamment du chromosome mais de facon statistiquement coordonee. Un plasmide possede tous les enzymes necessaires a sa replication: sa replication est autonome. Cette autonomie explique que le nombre de plasmides d’un type donne ne soit pas constant dans une bacterie et que, dans certaines conditions experimentales ou naturelles, un plasmide puisse ne pas etre transmis a la bacterie fille. Les cellules filles d’une bacterie porteuse de plasmides acquierent donc en general le ou les plasmides lors de la division bacterienne. Certains plasmides possedent l’information necessaire pour se transferer eux-memes d’une cellule a l’autre par le processus de conjugaison.

Les plasmides sont largement utilises dans la technologie de l’ADN- recombinant.

Les ribosomes

Sont des corpuscules arrondis minuscules, faits d’ARN et de proteines. Ils constituent les sites de synthese des proteines et le cytoplasme en contient un grand nombre. Ils sont particulierement presents à proximite de la membrane cytoplasmique, site de synthese de la paroi cellulaire et des proteines exportees. 

Les ribosomes bacteriens sont plus petits que ceux du cytoplasme des cellules eucaryotes. Mais on caracterise habituellement les ribosomes non par leur diametre, mais par leur vitesse de sedimentation en ultracentrifugeuse. Cette vitesse se mesure en unites Svedberg (S). Chaque ribosome bacterien (70S) consiste en une sous-unite 50S et une sous-unite 30S. Ces parties du ribosome sont maintenues ensemble probablement par des liaisons hydrogene et par des interactions ioniques et hydrophobes – les ions magnesium etant generalement importants dans le maintien de la structure. Les ribosomes bacteriens n’ont pas la structure des ribosomes de cellules superieures, ceci explique la specificite propre au monde bacterien.

L’ARN ribosomique peut etre identifie par les techniques de la biologie moleculaire.

Les spores

Certaines bacteries, entre autres d’interet medical (genres Clostridium et Bacillus), ont la propriete de se differencier en formes de survie appelees spores (endospores). Ces bacteries se presentent donc soit sous une forme vegetative metaboliquement active et potentiellement pathogene, soit sous une forme metaboliquement inactive et non pathogene. La transformation de la forme vegetative en spore est la sporulation. Une endospore se forme a l’interieur d’une cellule en reponse a une carence, essentiellement l’epuisement en matieres nutritives (manque de carbone, d’azote et/ou de phosphore). Le processus correspond a la lecture de parties du genome inexprimees dans la cellule vegetative; sa regulation est complexe. 

Schematiquement la formation d’une endospore se deroule en quelques stades:

Stade 0. Cellule vegetative contenant deux chromosomes, prete a sporuler.

Stade I. Un filament axial, compose des deux chromosomes, se forme.

Stade II. Le developpement d’un septum asymetrique divise le protoplaste en deux parties inegales. Ce septum est plus mince que celui forme au cours de la division cellulaire normale, car il contient beaucoup moins de peptidoglycane. Le peptidoglycane est ensuite hydrolyse (elimine). Le plus petit des deux protoplastes donnera l’endospore est s’appelle la prespore. La membrane cytoplasmique du plus grand des protoplastes englobe la prespore.

Stade III. Quand elle est completement englobee, la prespore est limitee par deux membranes.

Stade IV. Du peptidoglycane modifie est synthetise entre les deux membranes de la prespore pour former une couche rigide appelee le cortex. Une enveloppe proteique lache, l’exosporium, commence parfois a se developper a ce moment-la. 

Stades V-VI. Une tunique proteique faite de couches multiples se depose a l’exterieur de la membrane la plus externe (stade V) et la spore murit (stade VI) pour acquerir sa resistance specifique a la chaleur. Pendant ce temps, du dipicolinate de calcium s’accumule dans le “noyau” – c’est-a-dire le protoplaste de la spore (limite par la membrane interne).

Stade VII. La spore achevee est liberee lorsque la cellule mere se desintegre.  

La spore, initialement intrabacterienne, est liberee dans le milieu exterieur. Elle vit dans un etat de dormance: peu, voire aucune des reactions chimiques de la cellule vegetative n’ont encore lieu dans l’endospore mature. La dormance peut persister pendant de longues periodes (atteignant plusieurs siecles) et l’endospore est extremement resistante a beaucoup de facteurs defavorables: temperature et pH extremes, dessication, radiations, agents chimiques (antiseptiques, desinfectants) et atteintes physiques variees. La resistance thermique de l’endospore est attribuee a sa faible teneur en eau, le dipicolinat de calcium pouvant agir comme stabilisateur secondaire. Metaboliquement inactives, les spores resistent naturellement aux antibiotiques. 

Mise dans des conditions favorables (nutritives, thermiques et chimiques), une endospore germe, c’est-a-dire qu’elle devient metaboliquement active. Les endospores de certaines especes ont besoin d’etre “activees” avant de pouvoir germiner; l’activation peut consister en un chauffage subletal ou en une exposition a certains produits chimiques, appeles agents germinateurs. Ils peuvent etre, entre autre, la L-alanine, certains nucleosides de purine, divers ions ou certains sucres. Leur fixation à un recepteur de la membrane interne peut amorcer la germination. Le passage d’une endospore germee à une cellule vegetative s’appelle developpement.

La forme de la spore (spherique, ovale) et sa position dans la cellule (centrale, non terminale, terminale) sont des caracteristiques qu’on utilise parfois a la classification et a l’identification.

Autres spores bacteriennes. Beaucoup d’actinomycetes, qui forment des hyphes, produisent des exospores (formes de survie et de multiplication) par septation et fragmentation des hyphes. Ces spores sont depourvues de structures specialisees (elles ne possedent ni cortex, ni tunique sporale) mais font neanmoins preuve de resistance notamment vis-a-vis de la chaleur seche, de la dessication et de certains produits chimiques.

Chez les mycetes les spores se forment a l’interieur d’un sac ferme, appele sporange. Les sporanges se developpent a partir des hyphes vegetatifs.

Mise en evidence:

La coloration d’AUJESZKY 

Si l’une des bacteries sporogenes est cultivee pendant plusieurs jours ou une semaine sur un milieu solide, on peut habituellement detecter les endospores en appliquant a un frottis la coloration d’AUJESZKY. Celle-ci ressemble a la coloration de Ziehl-Neelsen:

Faire un frottis avec une suspension opalescente des bacteries a examiner.

Inonder le frottis avec une solution aqueuse d’acide chlorhydrique a 1 %. Chauffer jusqu’a emission de vapeurs (repeter 2 à 3 fois). 

Rincer a l’eau courante.

Secher et fixer le frottis.

Colorer par la coloration de Ziehl-Neelsen.

Les cellules vegetatives se decolorent, alors que les endospores retiennent le colorant (rouge). Les cellules vegetatives sont contre-colorees en bleu.

La meilleure facon d’observer les spores est le microscope a contraste de phase, dans un mince film liquide contenant les cellules non colorees, recouvert d’un couvre-objet. Dans une telle preparation une spore apparait comme un corp brillant (ovale ou rond, selon l’espece) avec un bord sombre.

Les granules de volutine

Mises dans des conditions adequates, beaucoup de bacteries produisent des polymeres qui sont stockes dans le cytoplasme, sous forme de granules. 

Les granules de volutine sont des granules de polyphosphate qui se trouvent dans la plupart des types de bacteries. Ils servent de reservoir de phosphate et, dans certains cas, ils interviennent dans le metabolisme energetique. Le polyphosphate peut aussi servir a emmagasiner ou sequestrer des cations.

Quand on les traite par certains colorants (comme le bleu de methylene polychrome), les granules de volutine prennent une couleur differente de celle du colorant employe. Ce phenomene constitue la metachromasie, et les granules sont parfois appeles granules metachromatiques.

Ces granules sont toujours presents chez les corynebacteries. Chez l’espece de Corynebacterium diphtheriae, agent causal de la diphterie, les granules de volutine se trouvent aux bouts de la cellule, tandis que chez les diphterimorphes, microorganismes non pathogenes, les granules de volutine sont reparties au long de la cellule. Cette particularite est utilisee dans le diagnostic de la diphterie.  
Mise en evidence: 

Coloration de LOEFFLER

Colorer le frottis au bleu de methylene Loeffler. Laisser agir 3 a 5 minutes

Rincer a l’eau

Secher 

Examiner

Le cytoplasme se colore en bleu clair, les granules en bleu fonce

Coloration de NEISSER

Colorer le frottis au bleu de methylene acete. Laisser agir 1 minute 

Traiter le frottis par la solution de Lugol. Laisser agir 30 secondes

Recouvrir la preparation de vesuvine. Laisser agir 1 a 3 minutes

Laver à l’eau, secher

Le cytoplasme sera colore en jaune, les granules de volutine apparaissent colores en bleu-violet.

LES APPENDICES EXTERNES

Chez beaucoup de bacteries, il existe à la surface de la cellule de fins filaments proteiques capiliformes. Ces filaments peuvent se repartir en trois types principaux: les fragelles, les fimbriae et les pili. Ce sont des elements facultatifs des bacteries. 

Les flagelles permettent a la cellule de ce mouvoir en milieu liquide, c’est-a-dire qu’ils interviennent dans la mobilite de la cellule. Selon l’espece, la cellule peut avoir un seul flagelle (disposition monotriche), un flagelle a chaque extremite (disposition amphitriche), une touffe de flagelles a une ou aux deux extremites (disposition lophotriche unipolaire ou bipolaire) ou des flagelles repartis tout autour de la surface cellulaire (disposition peritriche).

Chaque flagelle comprend un filament, un crochet et un corp basal. Le filament est helicoidal et se compose de onze fibrilles proteiques disposees comme les torons d’une corde. Un fin canal parcourt l’axe du filament. Le crochet est une structure proteique recourbee. Quant au corp basal, il est constitue de plusieurs anneaux, coaxiaux a un batonnet central (axe) creux. Le nombre d’anneaux varie d’une espece à l’autre. Ils servent à l’attachement du flagelle à l’enveloppe cellulaire (membrane cytoplasmique et paroi cellulaire).

Le flagelle tourne sur son axe. La rotation flagellaire exige de l’energie sous forme d’un gradient ionique qui s’etablit dans la membrane cytoplasmique.

Les flagelles chez les spirochetes. Les spirochetes sont des bacteries Gram-negatives dotees d’une structure unique en son genre. Un ou (habituellement) plusieurs flagelles partent de chaque extremite de la cellule et s’etendent vers son milieu – en se glissant entre peptidoglycane et membrane externe – ou, chez certaines especes, les flagelles venus des deux extremites se recouvrent. Le nombre de ces flagelles periplasmatiques, par cellule, varie d’une espece à l’autre.

Mobilite et chimiotactisme

Beaucoup de bacteries sont mobiles, c’est-a-dire qu’elles peuvent se mouvoir activement dans les milieux liquides. Non seulement elles peuvent se mouvoir, mais elles peuvent aller vers une meilleure source de nourriture ou s’eloigner de substances nocives. Une telle reponse dirigee s’appelle le chimiotactisme.

La mobilite flagellaire implique une rotation du flagelle à partir de son corps basal, rotation qui exige de l’energie. Chez les bacteries flagellees peritriches les flagelles tournent independamment l’un de l’autre. La plupart du temps (95%), un flagelle tourne dans le sens inverse des aiguilles d’une montre (sens antihorlogique). Le reste du temps il adopte le sens horlogique. Le rythme des passages d’un sens de rotation a l’autre depend du flagelle considere. Lorsque la plupart des flagelles tournent dans le sens antihorlogique, ils se groupent a une extremite de la cellule, et celle-ci se deplace extremite opposee en tete. Dans des conditions uniformes, cette “course” est interrompue a peu pres une fois par seconde par une culbute: bref mouvement aleatoire de la cellule, qui dure environ 0,1s, et est provoque par un changement du sens de rotation de quelques-uns des flagelles du groupe. Quand le changement a lieu, les flagelles se separent, ce qui cause le mouvement aleatoire. La nage reguliere recommence lorsqu’une majorite de flagelles a repris la rotation antihorlogique.

L’alternance nage-culbute a pour resultat un deplacement aleatoire dans les trois dimensions. La bacterie se deplace suivant une serie de lignes droites dont les directions sont determinees par le hasard.

Chez les monotriches, le flagelle tourne dans le sens horlogique ou dans le sens antihorlogique, pendant des periodes de temps à peu pres egales. Au moment du changement de sens, il y a modification aleatoire de la direction.

En general, les cellules flagellees monotriches peuvent atteindre des vitesses d’environ 70 micrometres/s, et les bacteries peritriches, des vitesses de 30 micrometres/s.

La mobilite des spirochetes est liee à la rotation de leurs flagelles periplasmatiques. Une rotation flagellaire antihorlogique permet à l’extremite anterieure d’adopter une forme helicoidale et à la cellule de tourner autour de son axe, dans le sens oppose. La cellule semble donc avancer comme le ferait une vis.

Mobilite sans flagelle. Placees dans de minces films aqueux, les cellules de Neisseria et de Pseudomonas, qui sont pourvues de fimbriae localises, pratiquent la mobilite saccadee. Il s’agit apparemment d’un mouvement passif ou interviendraient des forces physico-chimiques extracellulaires. 

Une mobilite utilisant l’actine est pratiquee par des pathogenes à l’interieur de leurs cellules hotes.

Dans un environnement chimiquement uniforme, les cellules flagellees pratiquent d’habitude le “deplacement aleatoire”. On appelle chimiotactisme un mouvement dirige en reponse a un gradient de concentration chimique. Les substances qui attirent la cellules sont dites chimioattractives, tandis que celles qui poussent les cellules a s’eloigner sont dites chimiorepulsives. La cellule detecte la difference de concentration grace a des recepteurs de l’enveloppe cellulaire. Quand une substance chimique quitte ou se fixe a un recepteur, l’effet engendre est le declenchement ou l’inhibition de certains signaux intracellulaires, en modifiant la frequence des culbutes. Ainsi la bacterie culbute moins frequemment quand elle va vers les hautes concentrations, et plus frequemment quand elle s’en eloigne.

L’aerotactisme est un type particulier de chimiotactisme dans lequel des cellules mobiles repondent a un gradient de concentration d’oxygene dissous. Les cellules peuvent aller vers une concentration en oxygene plus elevee ou plus faible, selon ce qui convient le mieux a leur croissance. 

Mise en evidence des flagelles:

· Methodes directes

1. Microscopie electronique

2. Coloration speciale de LOEFFLER
Sur une lame parfaitement propre, flambee, on trace deux traits de crayon gras, tandis qu’elle est encore tiede.

Prendre une culture jeune (moins de 24 heures) sur gelose inclinee.

Prelever, dans l’eau de condensation au bas de la pente, quelques gouttes de culture, les transvaser dans un tube d’eau distillee sterile jusqu’a obtention d’une suspension a peine trouble. 

Avec une pipette Pasteur fine, prelever une goutte et la deposer entre les deux traits de crayons, la lame etant maintenue legerement inclinee. Ceci etant fait, incliner suffisamment la lame pour que l’eau coule longitudinalement sans devier. A aucun moment, la lame ne doit etre en contact avec les doigts. Secher et fixer le frottis.

Recouvrir la lame de mordant (tanine+fuchsine+sels de fer); laisser en contact pendant 10 minutes. Passe le temps,  laver abondamment a l’eau distillee.

Recouvrir la preparation avec une solution de fuchsine concentree de Ziehl. Laisser agir 2 minutes. Laver a l’eau distillee.

Secher à l’etuve a 37 degres C et examiner a immersion.

Les bacteries et leurs flagelles se colorent en rouge. On peut observer, selon les bacteries, l’existence d’une ciliature polaire ou d’une ciliature peritriche.

· Methodes indirectes (etude de la mobilite bacterienne)

La mobilite peut souvent etre determine en examinant les preparations “goutte pendante” et “entre lame et lamelle” au microscope. Il ne faut pas confondre mobilite et mouvement brownien. Ce dernier terme designe les courts mouvements aleatoires qui agitent toute particule de 1 micrometres ou moins, en suspension libre dans un milieu liquide. Ces mouvements sont dus au bombardement des particules par les molecules du liquide.

La preparation “goutte pendante”

On depose une goutte de prelevement contenant des bacteries vivantes, non colorees, sur une lamelle couvre-objet propre. Ensuite la lamelle est recouverte d’une lame porte-objet ayant une fosse de telle facon que la goutte soit dans cette fosse. On retourne l’ensemble pour examiner au microscope.

La preparation “entre lame et lamelle”
Elle se realise en deposant, sur la lame porte-objet, une goutte du liquide ou de la suspension microbienne a examiner. Cette goutte est recouverte d’une lamelle couvre-objet, la preparation devant etre lutee a la paraffine fondue ou a la vaseline. Ainsi se trouve realisee une petite chambre etanche.

Il est asseez difficile de voir les cellules microbiennes non colorees en microscopie ordinaire (sur fond clair). Pour examiner les preparations natives seront employes le microscope a contraste de phase ou le microscope a fond noir. 

On peut parfois deduire qu’il y a mobilite, au vu de la maniere dont l’organisme se developpe sur milieu solide. Les especes mobiles peuvent avoir tendance a se repandre a partir du point d’inoculation, parce que les organismes nagent dans le mince film d’humidite qui recouvre la surface de la gelose.

Les fimbriae sont de tres fins elements proteiques trouves principalement chez les bacteries Gram-negatives, ou ils emergent de la membrane externe. Ils peuvent se repartir sur toute la surface de la cellule ou etre plus localises. Un fimbria est fait principalement d’une sequence lineaire de sous-unites proteiques identiques. 

De nombreux types de fimbriae assurent l’adhesion des cellules entre elles ou a une surface quelconque. Chez les especes pathogenes cette adhesion permet aux bacteries de s’accrocher a certains tissus. Les bacteries porteuses de certains types de fimbriae ont la capacite de provoquer l’hemagglutination: formation d’amas visibles par agglomeration des erythrocytes. Les fimbriae permettent aussi la fixation de certains bacteriophages.       

Les pili sont des structures allongees ou capilliformes de nature proteique qui emergent de la surface cellulaire. On les trouve specifiquement sur les cellules Gram-negatives capables de transferer de l’ADN a d’autres cellules par conjugaison. Les genes qui codent pour les pili sont portes par des plasmides. Le plus souvent, il n’y a qu’un ou quelques pili par cellule. 

Les divers types de pili se differencient par la taille et la forme: par exemple, certains sont longs, minces et flexibles, tandis que d’autres sont courts, rigides, unguliformes. Le type du pilus est un rapport avec les conditions physiques dans lesquelles la conjugaison peut avoir lieu. Le pilus le mieux etudie, le pilus F, structure tubulaire avec un canal axial d’environ 2,5 nm de diametre, est fait de sous-unites proteiques disposees helicoidalement.  

METABOLISME BACTERIEN

Le “metabolisme” est l’ensemble des reactions chimiques qui se deroulent dans les cellules vivantes: il y a construction (anabolisme), degradation (catabolisme) ou modification de molecules, oxydation ou reduction de divers atomes. La plupart de ces reactions font intervenir des catalyseurs proteiques specifiques appeles enzymes.

Une suite de reactions metaboliques, au cours de laquelle une substance est convertie en une ou plusieurs autres, constitue une voie metabolique. En parcourant une telle voie, le substrat (par exemple, un element nutritif) est transforme, souvent via un ou plusieurs intermediaires, en ce qu’on appelle des produits finaux. Un grand nombre des voies metaboliques bacteriennes n’existent pas chez les eucaryotes.

Le metabolisme bacterien se caracterise par certaines particularites:

1. tous les processus metaboliques se deroulent dans un organisme unicellulaire

2. il est non-compartimente

3. le metabolisme bacterien est tres flexible (les bacteries s’adaptent rapidement aux conditions du milieu)

4. il se caracterise par l’intensite des processus metaboliques

Pour se maintenir, croitre et se reproduire les bacteries doivent trouver dans les milieux exterieurs des conditions physiochimiques favorables ainsi que les aliments qui leur sont necessaires.

La nutrition bacterienne

La nutrition represente les modalites par lequelles les bacteries utilisent les substances necessaires pour leur metabolisme. Les aliments servent de materiaux de construction et de sources d’energie necessaires à la synthese des constituants des bacteries en phase de croissance, mais aussi comme source d’energie necessaire au maintien de la vie bacterienne en dehors de toute croissance. On appelle les nutriments les substances dont les solutions peuvent traverser la MCP pour etre entrainees dans les reactions metaboliques qui assurent la croissance et la division de la cellule. Les bacteries utilisent pour se nourrir une vaste gamme de composes: divers sucres et hydrates de carbone, des acides amines, des sterols, des alcools, des hydrocarbures, du methane, des sels inorganiques et du dioxide de carbone. 

Quel que soit l’organisme, les besoins nutritifs des bacteries comprennent:

· des besoins elementaires: ils correspondent aux divers elements constitutifs des bacteries tels que C, H, O et N necessaires en quantite importante, S et P en quantite moindre. Entrent egalement dans cette categorie Fe, Ca, Mg et K ainsi que d’autres metaux a l’etat de trace: Co, Cu, Zn, Mo (oligoelements). 

· des besoins specifiques: certaines bacteries ont besoin en plus des elements precedents, d’un ou de plusieurs composes organiques de structure chimique definie qu’elles sont incapables de synthetiser. L’apport de ces composes appeles “facteurs de croissance” dans les milieux de culture est indispensable a la croissance de ces bacteries auxotrophes appellees ainsi pour les opposer aux bacteries prototrophes qui sont capables de synthetiser tous leurs constituants sans apport exterieur en facteurs de croissance. Les facteurs de croissance varient selon les especes bacteriennes ou les mutants: il peut s’agir d’acides amines, de bases puriques ou pyrimidiques, de vitamines.

Les nutriments peuvent etre assimiles directement s’ils sont sous une forme simple (glucose, acides amines), par contre ils doivent etre attaques par des exoenzymes avant d’etre utilises s’ils sont sous forme complexe (polymeres, polyosides, proteines). Le mode de nutrition etant absorptif, tous les nutriment doivent traverser la paroi cellulaire puis la MCP. Un petit nombre de molecules le font par diffusion libre (passive): ce sont des gaz (O2, CO2), les acides gras, certains nutriments liposolubles. Ce type de mouvement est du a un gradient de concentration. Les substrats diffusent d’un milieu a haute concentration vers un milieu a faible concentration. Ce mecanisme de transport est influence par la temperature et le pH. La diffusion facilitee est un mecanisme qui permet le mouvement de grosses molecules chargees a travers la membrane cellulaire et qui est du au gradient de concentration. Cependant, ce processus necessite la presence de proteines membranaires pour faciliter le transport. Les molecules se lient a une proteine de transport specifique sur la surface externe de la membrane et sont liberees a l’interieur de la cellule. Le transport actif permet aux molecules d’etre transportees contre un gradient de concentration. Ceci est la methode la plus importante d’absorption de nutriments, en particulier dans des environnement ou les substrats peuvent etre presents a faible concentrations. De l’energie est requise pour ce processus. Lors de la translocation de groupe le substrat, transporte a travers de la membrane, est modifie chimiquement durant le transport. La modification consiste souvent en une phosphorylation. 

Le transport de fer presente un probleme particulier pour les microorganismes puisqu’il est essentiel a la croissance mais n’est pas facilement disponible dans de nombreux environnements. Pour surmonter cela, les bacteries produisent des systemes de transport chelateurs (liant le fer). Ceux-ci requierent un agent chelateur ou siderophore (compose organique liant le fer) et un recepteur proteique specifique (localise dans la membrane externe) qui lie le complexe siderophore-fer. L’assemblage des structures de transport ou autres, qui traversent l’enveloppe cellulaire, fait intervenir des enzymes qui modifient localement le peptidoglycane, tout en preservant l’integrite de sa structure.    

Une fois arrives dans les bacteries, les substrats sont metabolises grace a l’equipement enzymatique selon les voies metaboliques propres a chaque espece bacterienne (Embden-Meyerhof, Entner-Doudoroff, cycle des pentoses, cycle de Krebs, etc.). Ainsi la cellule obtient de l’energie et des precurseurs des biosyntheses. L’excretion des metabolites peut egalement etre reglee par des proteines de transport ou se produire par diffusion ou lors de la lyse bacterienne.

La determination des besoins nutritifs et la demonstration de certaines etapes du metabolisme sont a la base de l’identification des bacteries par les laboratoires de diagnostic.  

LE METABOLISME ENERGETIQUE

Les reactions metaboliques sont le plus souvent endergoniques, c’est-a-dire qu’elle requierent de l’energie. Il faut aussi de l’energie pour la locomotion (chez les especes mobiles) et pour l’absorption des divers aliments. La plupart des bacteries se procurent cette energie en “transformant” les produits chimiques presents dans leurs environnement: ce sont les bacteries chimiotrophes. D’autres bacteries, qui utilisent l’energie solaire, sont appelees phototrophes. Toutefois, ni les produits chimiques du milieu, ni la lumiere du soleil ne peuvent etre employes directement pour alimenter en energie les processus cellulaires. La cellule doit donc etre capable de transformer l’energie presente dans son environnement en une forme d’energie utilisable. Qu’est-ce qu’une “forme d’energie utilisable”? A partir de certains produits chimiques ou de lumiere solaire, les cellules peuvent fabriquer des composes specifiques “riches en energie” qui vont leur permettre de satisfaire leurs besoins energetiques. Ces composes incluent l’adenosine 5’-triphosphate (ATP), le phosphoenolpyruvate (PEP), l’acetylphosphate et l’acetyl-CoA. Ils constituent ce qu’on a appele la “monnaie energetique” parce que la cellule peut les utiliser en lieu et place de l’energie presente dans le milieu, exactement comme nous depensons en pieces de monnaie et billets de banque plutot qu’en lingots d’or.

L’ATP fournit de l’energie utilisable lors de la rupture de sa liaison phosphate terminale. Par consequent, au fur et a mesure que l’ATP est consomme (couvrant les besoins en energie de la cellule), il se forme des molecules d’adenosine 5’-diphosphate. L’exploitation des sources d’energie exterieures doit donc permettre la resynthese d’ATP par phosphorylation de l’ADP.

Un autre type de molecule utilisee comme monnaie energetique – le nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) – vehicule l’energie sous forme de “pouvoir reducteur”. Cette molecule recoit ou donne de l’energie en etant, respectivement, reduit (NADH) ou oxyde (NAD). Il existe d’autres transporteurs de pouvoir reducteur, comme le NAD phosphate (NADP) et le flavine adenine dinucleotide (FAD).
L’energie de l’environnement peut aussi etre convertie en energie electrochimique. Un gradient ionique (il s’agit habituellement de protons: H+) s’etablit entre les deux faces de la membrane cytoplasmique. L’energie contenue dans ce gradient ionique peut etre utilisee dans des phenomenes de transport, pour assurer la rotation flagellaire – et dans la synthese de composes riches en energie!

Mais comment une bacterie s’y prend-elle pour former ces composes riches en energie ou ce gradient ionique, a partir des sources exterieures d’energie? Les strategies employees different selon les deux groupes de bacteries: chimiotrophes ou phototrophes. 

Le metabolisme energetique chez les chimiotrophes

Les chimiotrophes “transforment” des produits chimiques pour en tirer de l’energie. Ces processus d’oxydo-reduction necessitent des substrats donateurs d’hydrogene (e- et H+) et des substrats accepteurs d’hydrogene. Dans ce transfere interviennent des transporteurs d’electrons intermediaires, comme la chaine de transfert d’electrons ou des transporteurs libres (NAD, NADH, FAD, etc.). 

Selon le donateur d’electrons, les chimiotrophes sont divises en 2 groupes: ceux qui utilisent des composes organiques sont appeles les chimioorganotrophes et ceux qui ont recours aux composes inorganiques ou a des elements sont appeles chimiolithotrophes. Les bacteries d’interet medical appartiennent aux chimioorganotrophes. Le glucose est le plus souvent le substrat energetique des bacteries “medicales”.

Les chimioorganotrophes consomment leurs substrats organiques via l’un des deux principaux types de metabolismes convertisseurs d’energie suivants: la fermentation et la respiration. Certains d’entre eux ne peuvent effectuer qu’un de ces processus; d’autres utilisent les deux – selon les conditions.

La fermentation 

La fermentation est un type de metabolisme convertisseur d’energie par lequel un substrat est metabolise sans intervention d’un agent oxydant exogene. La fermentation a lieu generalement – mais pas necessairement – en anaerobiose, c’est-a-dire en l’absence d’oxygene, mais ceci n’est pas la caracteristique distinctive de la fermentation. Puisqu’aucun agent oxydant externe n’est utilise, les produits de la fermentation – consideres dans leur ensemble – ne sont ni plus, ni moins oxydes que le substrat. Cela signifie que l’oxydation de tout intermediaire au cours d’une fermentation, est compensee par la reduction d’un ou plusieurs autres intermediaires de cette fermentation. L’accepteur final d’electrons est ainsi un compose organique.

Chez beaucoup de bacteries, la fermentation du glucose commence par une voie connue sous le nom de glycolyse ou voie d’Embden-Meyerhof-Parnas. Dans ce processus, 1 molecule de glucose va donner (via plusieurs intermediaires) 2 molecules de produit final, l’acide pyruvique. En deux endroits de cette voie metabolique, l’energie provenant de reactions exergoniques (c’est-a-dire productrices d’energie) sert a phosphoryler de l’ADP – autrement dit a synthetiser de l’ATP, “monnaie energetique”. Lorsque l’energie produite par une reaction chimique est ainsi consommee directement pour la synthese d ‘ATP a partir d’ADP, on dit qu’il y a phosphorylation au niveau du substrat.   

En termes de molecules servant de monnaie energetiques, la glycolyse peut se resumer comme suit:

2ATP + 4ADP + 2 NAD = 2ADP + 4ATP + 2NADH

Ainsi, chaque molecule de glucose metabolisee donne 2 NADH et une production nette de 2 ATP.

Pour que d’autres molecules de glucose puissent etre metabolisees, il est clair qu’une fourniture nouvelle d’ADP et de NAD est necessaire. L’ADP est regenere a partir d’ATP lorsque ce dernier est utilise pour donner de l’energie. Mais puisqu’aucun agent oxydant externe n’intervient dans la fermentation, comment le NAD se regenere-t-il a partir du NADH? Dans le cas le plus simple, le NADH transmet son pouvoir reducteur a l’acide pyruvique, c’est-a-dire que l’oxydation du NADH en NAD est couplee a la reduction de l’acide pyruvique en acide lactique:

Acide pyruvique + NADH = acide lactique + NAD

Cette reaction complete une voie de fermentation possible: la fermentation lactique. L’acide lactique (C3H6O3) a le meme etat d’oxydation que le glucose (C6H12O6) – c’est-a-dire qu’il n’y a eu ni oxydation, ni reduction nettes. L’acide lactique – qui est un dechet – est rejete par les cellules.

Les autres voies de fermentation qui commencent par la glycolyse incluent la fermentation acide mixte et la fermentation butanediolique. Au cours de ces processus, l’acide pyruvique est metabolise en plusieurs produits finaux dont les proportions relatives varient selon les conditiopns de croissance.

La fermentation acide mixte a lieu chez Escherichia coli et des especes de Proteus et de Salmonella. Dans des conditions acides, E.coli et d’autres especes, qui possedent le systeme enzymatique de la formate-hydrogene-lyase, peuvent scinder l’acide formique en dioxide de carbone et hydrogene. Ces organismes effectuent donc une fermentation aerogene (productrice de gaz). Les organismes depourvus de ce systeme enzymatique fermentent sans former de gaz (fermentation anaerogene); c’est le cas des especes de Shigella. 

La fermentation butanediolique se rencontre chez les especes d’Enterobacter, d’Erwinia, de Klebsiella et de Serratia. La quantite d’acide formee lors de cette fermentation est generalement beaucoup moindre que celle produite par la fermentation acide mixte. Au contraire, la fabrication de l’acetoine (acetylmethylcarbinol) est importante.

 La respiration

La respiration est un type de metabolisme convertisseur d'energie au cours duquel le substrat est metabolise avec intervention d'un agent oxydant exogene. La respiration peut avoir lieu en presence d'oxygene (l'oxygene lui-meme etant l'agent oxydant externe) - mais elle peut aussi s'effectuer en anaerobiose (lorsque d'autres agents organiques ou inorganiques remplacent l'oxygene). Comme nous traitons des chimioorganotrophes, le substrat est toujours un compose organique, bien que l'agent oxydant puisse etre organique ou inorganique.
Puisqu'un agent oxydant externe intervient, le substrat subit une oxydation nette. Le glucose, par exemple, peut etre oxyde pour donner du dioxyde de carbone et de l'eau. L'oxydation d'un substrat procure plus d'energie que la fermentation du meme substrat.
Comment le substrat est-il oxyde, et comment obtient-on de l'energie utilisable? L'oxydation est couplee a la reduction du NAD et le NADH qui en resulte est oxyde par un agent oxydant externe. Generalement, NADH et agent oxydant externe interagissent indirectement via une chaine de transfert d'electrons situee dans la membrane cytoplasmique. Il s'agit d'une chaîne de molecules specialisees (agents redox) qui canalisent les electrons. La succession des (differents) agents redox est telle que les electrons peuvent parcourir un gradient redox (vers le cote le plus positif) en une serie de reactions d'oxydoreduction. Les electrons issus du NADH descendent ainsi le gradient jusqu'a un agent oxydant externe. Quand ce dernier est l'oxygene (respiration aerobie), a lieu la reduction de l’oxygene en eau. L'ultime recepteur des electrons (dans ce cas, l'oxygene) est appele l’accepteur final d'electrons. L’oxydation du NADH (par la NADH deshydrogenase) et la reduction de l’oxygene (au niveau d’une cytochrome oxydase) se produisent a la face interne de la membrane cytoplasmique.
Un flux d'electrons de cette sorte fournit necessairement de l'energie parce que les electrons se deplacent d'un niveau energetique eleve vers un niveau energetique plus faible. De facon typique, cette energie liberee provoque l'aspiration des protons (ions hydrogene : H+) a travers la membrane cytoplasmique - de l'interieur vers l'exterieur. Il se cree ainsi un desequilibre de charge electrique (et de pH) entre les deux faces de la membrane. La tendance qu'ont les protons a retraverser la membrane (et donc a supprimer le desequilibre) constitue une forme d'energie appelee la force proton-motrice. La force proton-motrice (fpm) est l'une des formes les plus importantes et les plus souples de l'energie cellulaire. Elle peut etre utilisee directement pour satisfaire plusieurs types de besoins energetiques. C'est ainsi qu'elle peut assurer la rotation flagellaire. Elle peut fournir l'energie pour le transport (l'absorption) de divers ions et substrats; cette absorption est un processus qui exige de l'energie parce que la membrane cytoplasmique est ordinairement impermeable aux ions. Elle peut aussi fournir de l'energie pour la phosphorylation de l'ADP en ATP, a des complexes enzymatiques (les ATP synthetases) localises dans la membrane cytoplasmique. Dans la respiration, quand la fpm constitue la source d'energie pour la synthese d'ATP a partir d'ADP, le processus s'appelle la phosphorylation oxydative (comparez avec la « phosphorylation au niveau du substrat»). Il est interessant de noter que les ATP synthetases membranaires peuvent aussi catalyser l'hydrolyse d'ATP en ADP (activite d'ATPase); l'energie liberee sert alors a pomper les protons a travers la membrane – c’est-a-dire a augmenter la fpm. L’energie de l’ATP et celle de la fpm sont donc interconvertibles! 
Chez la bacterie, la chaîne de transfert d'electrons impliquee dans la respiration (la chaîne respiratoire) fait partie de la membrane cytoplasmique. Ses composants varient d'une espece a l'autre, et peuvent meme varier au sein d'une espece donnee, cultivee dans differentes conditions. Dans ces chaînes respiratoires, on trouve: (a) des cytochromes, proteines contenant du fer qui acceptent et transferent les electrons par reduction et oxydation alternees de l'atome de fer; (b) des proteines fer-soufre, comme les ferredoxines; et (c) les quinones, composes aromatiques qui peuvent subir une reduction reversible. Lors de la respiration d'un substrat organique typique l'oxydation du NADH et la reduction de l'accepteur final d'electrons s'effectuent toutes deux a la face interne de la membrane cytoplasmique.

La respiration aerobie du glucose commence, chez beaucoup de bacteries, par la glycolyse. Au-dela de l'acide pyruvique, cependant, fermentation et respiration suivent des voies completement differentes. Dans la respiration, l'acide pyruvique est souvent converti en acetyl-CoA et alimente une voie cyclique connue
sous le nom de cycle des acides tricarboxyliques - ou cycle de Krebs ou encore cycle de l'acide citrique.

Dans le cycle des acides tricarboxyliques, 1'acetyl-CoA et l'acide oxaloacetique se combinent pour donner de l'acide citrique. Au cours des reactions qui suivent, la molecule initiale d'acide pyruvique est en realite oxydee en dioxyde de carbone et l’oxygene (accepteur final) est reduit en eau.
Pour chaque molecule d' acide pyruvique oxydee, il y a 4 molecules de NAD(P) et 1 de FAD qui sont reduites, 1 molecule d'ATP synthetisee et 1 molecule d'acide oxaloacetique regeneree. NADH et FADH2 peuvent etre oxydes via une chaîne respiratoire. Il en resulte une fpm qui est utilisee, par exemple, pour la synthese d'ATP par une ATP synthetase membranaire. En termes de rendement energetique, il devrait maintenant etre clair que la respiration est beaucoup plus efficace que la fermentation. Dans le cas de la respiration, l'oxydation du NADH peut conduire, via une fpm, a la synthese d'ATP; alors que dans le cas de la fermentation (ou n'intervient aucun agent oxydant externe), la cellule doit se debarrasser du NADH en synthetisant un dechet comme l'acide lactique.
   Respiration anaerobie. En principe, la respiration anaerobie est la meme que la respiration aerobie; toutes deux utilisent un agent oxydant externe. Dans des conditions d'anaerobiose, cependant, des agents oxydants tels que le nitrate, le sulfate et le fumarate remplacent l'oxygene; une chaîne respiratoire anaerobie peut donner naissance a une force proton-motrice. Le substrat, donneur d'electrons, utilise par les chimioorganotrophes dans la respiration anaerobie peut etre n'importe quel compose organique. Cela depend des especes et des conditions ambiantes.
Dans la respiration nitrique, le nitrate sert d'accepteur final d'electrons. Il est ainsi reduit en nitrite, en oxyde nitreux, en azote ou en ammoniac - selon les especes. 
Les bacteries reductrices de sulfate ou de sulfure emploient respectivement le sulfate et le soufre comme accepteurs finaux d'electrons. Au cours de la respiration anaerobie, le sulfate ou le soufre est reduit en sulfure. Ces organismes, typiques des boues et sols anaerobies, sont responsables d'une grande part du sulfure d'hydrogene trouve dans les eaux organiques polluees.

Les phototrophes tirent leur energie de la lumiere solaire – dans la plupart des cas, par photosynthese.

LE METABOLISME DE SYNTHESE (ANABOLISME)

Comme virtuellement tous les composes qui constituent - et qui sont formes par - les organismes vivants sont des composes carbones, les bacteries ont besoin surtout de carbone pour croitre.
Quelle sorte de composes carbones faut-il aux bacteries pour croître ? Certaines d'entre elles sont capables d'utiliser le dioxyde de carbone pour la majorite ou la totalite de leurs besoins en carbone. Ces bacteries sont des autotrophes et l'emploi du dioxyde de carbone comme seule (ou comme principale) source de carbone s'appelle l’autotrophie. Les autotrophes obligatoires emploient des substrats energetiques simples et une source de carbone simple : ils sont soit chimiolithotrophes (c'est-a-dire chimiolithoautotrophes) ou photolithotrophes (c'est-a-dire photolithoautotrophes).
Relativement peu de bacteries ont un metabolisme chimiolithoautotrophe. Ce type de metabolisme est exceptionnel dans le monde vivant: on ne le trouve que chez ces procaryotes specialises et nulle part ailleurs. Les chimiolithoautotrophes tiennent des roles importants, notamment dans le cycle de l'azote.
Le metabolisme photolithoautotrophe est pratique, par exemple, par les cyanobacteries -
et, evidemment, par les plantes vertes et les algues.
La plupart des bacteries ne sont pas autotrophes : elles ne peuvent pas utiliser le dioxyde de carbone comme source de carbone principale et leur croissance depend d'un apport de composes carbones complexes, provenant d'autres organismes. Ces bacteries qui ont besoin de composes carbones complexes sont appelees heterotrophes. Les heterotrophes chimioorganotrophes sont dits chimioorganoheterotrophes. Pris dans leur ensemble, les heterotrophes peuvent employer une grande variete de sources de carbone - comprenant des sucres, des acides gras, des alcools et diverses autres substances organiques. Les bacteries heterotrophes sont largement repandues dans la nature. Parmi elles, on trouve toutes les especes qui provoquent des maladies chez l'homme, chez d'autres animaux et chez les plantes.
L’assimilation du carbone chez les heterotrophes 

Le glucose peut etre utilise par beaucoup d’heterotrophes et son mode d’assimilation va dependre des voies et systemes enzymatiques de l’organisme considere. Par exemple, de nombreuses bacteries peuvent assimiler le glucose via les voies “energetiques” comme la glycolyse et – ensuite – le cycle des acides tricarboxyliques. Certaines bacteries peuvent assimiler le glucose par oxydation extracytoplasmique ou via la voie d’Entner-Doudoroff. Ces voies fournissent a la fois l’energie et les composes qui servent de points de depart pour les biosyntheses. 

La synthese des composes carbones
La synthese de la vaste gamme de molecules qui forment la structure d'une cellule vivante demande bien evidemment un reseau de reactions chimiques hautement complexe. En outre, tout autant que de molecules «structurelles», la cellule a besoin d'energie pour realiser les diverses reactions anaboliques. C'est pourquoi, habituellement, les metabolismes du carbone et de l'energie sont etroitement interconnectes. Dans les voies d'assimilation initiales, beaucoup de composes peuvent servir plus ou moins immediatement comme points de depart des biosyntheses. (Ceci est tres logique du point de vue de la cellule : si un metabolisme interminable etait necessaire pour rendre le carbone disponible, toute interruption precoce de cette voie pourrait constituer un serieux probleme pour la biosynthese). Ainsi par exemple, l'acide pyruvique (de la glycolyse et de la voie d'Entner-Doudoroff) est un precurseur de divers acides amines et le ribose 5-phosphate (de la voie des hexoses monophosphate) sert a synthetiser des nucleotides (composants de l'ADN et de l'ARN). 

Les intermediaires du cycle des acides tricarboxyliques peuvent aussi etre employes pour la biosynthese. Par exemple, les acides oxaloacetique et 2-oxoglutarique sont les precurseurs de toute une serie d'acides amines; 1'acetyl-CoA peut servir pour la synthese des acides gras et la succinyl-CoA pour la synthese des porphyrines - composantes des chlorophylles et des cytochromes. 
En general, les voies d'assimilation chez les autotrophes comme chez les heterotrophes fournissent une gamme de molecules a 3, 4 ou 5 carbones qui sont d'utiles precurseurs des biosyntheses.
L'interconversion des composes carbones. Dans de nombreuses voies, des reactions individuelles - ou meme des sequences de reactions - peuvent aller dans l'une ou l’autre direction, selon les conditions. De plus, les intermediaires (aussi bien que les produits terminaux) peuvent passer d'une voie a l'autre, si bien que le flux de carbone vers differents produits peut etre regule selon les besoins de la cellule. Cette faculte d'adaptation se marque par le fait que, dans beaucoup de cas, la grande diversite des molecules de structure peut etre synthetisee a partir d'une seule source de carbone.

Les organismes qui tirent leur nourriture de la matiere organique “morte’ sont appeles saprophytes. Les substrats complexes peuvent etre degrades par etapes: chacune des multiples especes de saprophytes effectuant une (ou quelques-unes) des etapes du processus. Cette sorte de cooperation est importante pour la degradation, et donc pour le recyclage de la matiere organique dans la nature. Sans les saprophytes, le cycle du carbon (et les autres cycles de la matiere) s’arreterait.

Un parasite est un organisme qui vit sur ou dans un autre organisme (l’hote) et de l’une ou l’autre facon, a ses depens. Dans presque tous les cas, un parasite tire sa nourriture de son hote. Celui-ci peut en souffrir a des degres variables – cela peut aller d’un leger desagrement jusqu’a la mort.

Le parasitisme peut constituer un mode de vie alternatif pour certaines bacteries libres, mais il y a des bacteries pour lesquelles il est obligatoire (par exemple, Mycobacterium leprae, agent de la lepre). De tels parasites obligatoires dependent fortement du metabolisme de leur hote et souvent, ils ne peuvent etre cultives en laboratoire, sinon dans des preparations speciales de cellules vivantes.

Un parasite qui affecte son hote assez serieusement que peut provoquer une maladie ou la mort, est appele agent pathogene. Tous les parasites ne sont pas des agents pathogenes et tous les agents pathogenes ne sont pas des parasites.    
CROISSANCE ET MULTIPLICATION DES BACTERIES

La croissance d'une cellule bacterienne consiste en une augmentation coordonnee de la masse des parties constituantes. Ce n'est pas un simple accroissement de la masse totale puisque celui-ci pourrait etre du, par exemple, a l'accumulation d'un produit de reserve a l'interieur de la cellule.
Habituellement, la croissance conduit a la division de la cellule. La division d’une cellule en deux cellules (semblables ou identiques) par la formation d’un septum s’appelle fission binaire. C’est le type le plus commun de division cellulaire dans le monde bacterien. Apres la division les cellules se separent habituellement de suite. Chez certaines especes la separation peut ne pas se produire immediatement, ce qui donne lieu a l’une ou l’autre des associations (diplo, strepto, tetra, etc.). 

Le bourgeonnement est une forme de division dans laquelle une cellule fille se developpe a partir de la cellule mere sous forme d’une excroissance localisee (bourgeon). On peut citer comme exemples des especes de levures et de levuriformes (Candida).

Certaines actinomycetes et les champignons se multiplient par sporulation.

La reproduction est le mode de multiplication des virus.

Chez les bacteries, croissance et multiplication sont etroitement liees, et le terme «croissance» est generalement employe pour designer les deux processus.

La croissance d'une cellule isolee


La croissance bacterienne est exponentielle car les cellules se divisent par fission binaire. Le temps entre les divisions cellulaires est appele temps de doublement ou de generation. Le temps de doublement varie selon les especes et les conditions de croissance. Pour avoir un temps de doublement minimum, il faut que les conditions de croissance soient optimales. In vitro, le temps de doublement se mesure habituellement en minutes. In vivo, la croissance est le plus souvent relentie: la physiologie bacterienne n’est pas similaire. Les bacteries doivent lutter pour leur approvisionnement en nutriments, en fer, en vitamines mais aussi contre des produits bacteriens presents dans notre organisme tels que lysozyme et complement. Il faut aussi penser que, in vivo, la plupart des bacteries sont phagocytables par les macrophages et les polynucleaires. Sous l’action des antibiotiques la croissance pourra se ralentir (bacteriostase partielle), ou s’arreter totalement (bacteriostase).

Temps de doublement in vitro et in vivo de quelques bacteries

	Bacterie 
	TG in vitro (minutes)
	TG in vivo (heures)

	Escherichia coli
	20-40
	5

	Staphylococcus aureus
	40
	3-5

	Vibrio cholerae
	10
	2-3

	Mycobacterium tuberculosis
	120-240
	24-48


La sequence d’evenements allant de la formation d’une nouvelle cellule a la division cellulaire suivante est appelee cycle cellulaire. Le processus peut etre divise en des phases distinctes: la replication d’ADN se fait durant la phase C (replication chromosomique) et la segregation chromosomique se fait durant la phase G (de latence), de duree variable. La separation des chromosomes est facilitee par l’attachement de l’ADN a la membrane au niveau des deux sites adjacents (mesosomes). La croissance membranaire entre les sites deplace les chromosomes aux poles des cellules. Finalement, un septum se cree entre les deux chromosomes et la cellule se divise en deux (phase D). La division cellulaire et la replication d’ADN doivent etre coordonees. L’initiation de la replication d’ADN depend de la masse critique de la cellule (masse d’initiation) et necessite des facteurs d’initiation proteiques. La separation de l’ADN et la division sont cependant controlees par la longueur de la cellule qui doit atteindre une certaine longueur-seuil avant que les chromosomes se soient separes et la division initiee.

      Les conditions de la croissance

Les bacteries ne croissent que si leur environnement est adequat. Si celui-ci n'est pas optimal, il peut y avoir croissance a plus faible vitesse ou pas de croissance du tout - ou encore les bacteries peuvent mourir, c'est selon les especes et les conditions.
Les exigences essentielles pour la croissance comprennent (a) une provision de nourriture adequate; (b) une source d'energie; (c) de l'eau ; (d) une temperature appropriee; (e) un pH approprie; (f) une teneur appropriee en oxygene (parfois l'absence d'oxygene), (g) une pression osmotique adequate. Evidemment, aucun de ces facteurs n'agit seul: la modification de l'un d'entre eux peut renforcer ou reduire les effets d'un autre.
  Les substances nutritives
Les substances nutritives servent de matieres premieres aux cellules pour leur croissance, leur entretien et leur division. Considerees dans leur ensemble, les bacteries utilisent pour se nourrir une vaste gamme de composes; ceux-ci incluent divers sucres et hydrates de carbone, des acides amines, des sterols, des alcools, des hydrocarbures, du methane, des sels inorganiques et du dioxyde de carbone. Cependant individuellement, aucune bacterie ne peut utiliser tous ces composes car elle ne dispose pas de toutes les enzymes requises et son enveloppe cellulaire ne contient pas tous les systemes d'absorption necessaires. Un type donne de bacterie ne recourt souvent qu'a un eventail alimentaire relativement restreint.

Quel que soit l'organisme, les cellules ont besoin de sources de carbone, d'azote, de phosphore, de soufre et d' autres matieres dont est faite la substance vivante. Certaines bacteries satisfont tous leurs besoins nutritifs avec de simples sels inorganiques et des substances comme le dioxyde de carbone et l'ammoniaque. D'autres requierent - a divers degres - des composes organiques plus ou moins complexes, provenant d'autres organismes. 
L'energie
Beaucoup des reactions chimiques essentielles qui se deroulent dans une cellule vivante consomment de l'energie. Celle-ci est egalement necessaire, par exemple, pour la mobilite flagellaire et pour l'absorption de diverses substances nutritives. Toute cette energie provient de l'une ou l'autre source offerte par le milieu. Les especes photosynthetiques tirent leur energie principalement ou exclusivement de la lumiere, tandis que les especes chimiotrophes trouvent la leur en «transformant» des produits chimiques extraits du milieu environnant. Certaines especes sont capables d'employer les deux methodes.

L’eau 

L'eau contribue a la masse d'une bacterie pour 80 % ou plus et, au cours de leur croissance, les substances nutritives et les dechets penetrent et quittent respectivement la cellule, en solution. Par consequent, les bacteries ne peuvent croître que dans ou sur des matieres contenant suffisamment d'eau libre (disponible). Dans une matiere donnee, toute l'eau n'est pas necessairement disponible pour la croissance bacterienne; une partie peut, par exemple, etre liee a des gels hydrophiles ou a des ions en solution.
Les differentes especes de bacteries tolerent, a divers degres, un fort deficit en eau (dessiccation). Beaucoup d'especes, toutefois, ne peuvent survivre longtemps a l'etat desseche. 
La temperature

Generalement, un type de bacterie donne croît plus rapidement a une certaine temperature: la temperature optimale de croissance. La vitesse de croissance se reduit lorsque la temperature s'ecarte de cet optimum. Pour toute bacterie, il y a une temperature maximum et une temperature minimum au-dela desquelles la croissance s'arrete.
Les bacteries thermophiles croissent entre 30( C et 75( C avec un optimum a 55( C. Elles se trouvent, par exemple, dans les composts, les sources chaudes et les fontaines hydrothermales des fonds marins. Les bacteries thermotolerantes peuvent survivre - mais pas necessairement croître - a des temperatures qui tueraient normalement la plupart des autres bacteries vegetatives (c'est-a-dire en croissance). En bacteriologie des produits laitiers, les bacteries «thermotolerantes» sont celles qui survivent a la pasteurisation.
Les bacteries mesophiles se multiplient a des temperatures comprises entre 15 et 45° C avec un optimun autour de 37(C. Les mesophiles colonisent une grande variete d'habitats. Les bacteries pathogenes de l'homme et des animaux en font partie.
Les bacteries psychrophiles croissent de facon optimale a ou au-dessous de 15 °C, ne croissent pas au-dessus de 20°  C environ et ont une limite inferieure de 0° C ou moins. Ils vivent notamment dans les mers polaires. Les bacteries psychrofiles de l’environnement constituent la flore dite d’alteration des aliments, se developpant dans les produits laitiers et les aliments refrigeres.
Le pH
Le pH optimum pour la croissance de la plupart des bacteries se situe aux environs de 7 (pH neutre) et la majorite des especes ne peuvent se developper dans des milieux tres acides ou tres alcalins. Toutefois, certaines bacteries non seulement tolerent, mais «preferent» des conditions acides ou fortement acides (organismes acidophiles). Par exemple, les Lacrobacillus du vagin se multiplient mieux a pH 6 et au-dessous.
Les alcalophiles croissent de facon optimale dans les milieux alcalins - soit a des pH superieurs a 8. Les bacteries fermentant l’uree et productrices d’ammoniaque tolerent des pH tres alcalins. Certaines especes pathogenes tels les Pseudomonas, Vibrio cultivent bien en milieux alcalin. La croissance des acidophiles et des alcalophiles a pH 7 peut etre lente ou nulle.
L'oxygene

Les besoins en oxygene des bacteries varient en fonction de la nature de leur metabolisme. Les bacteries qui ne peuvent se passer d'oxygene sont dites aerobies «stricts» ou «obligatoires», pour marquer leur dependance absolue vis-a-vis de ce gaz. Leur source principale d’energie est la respiration et l’oxygene moleculaire, l’ultime accepteur d’electron, est reduit en eau. 
Les bacteries microaerophiles sont lesees par les concentrations atmospheriques d’oxygene, et ont une croissance optimale a des concentrations en oxygene (habituellement beaucoup) plus basses que celle de l'air. 

Les bacteries qui croissent normalement en presence d'oxygene mais peuvent quand meme se developper en anaerobiose (c'est-a-dire en l'absence d'oxygene) s'appellent les anaerobies facultatifs. La majorite des bacteries medicalement interessantes sont de ce type. Ils tirent de l’energie de l’oxydation des substrats mais emploient aussi la voie fermentaire. 

Les anaerobies stricts ou obligatoires ne croissent qu’en absence presque totale d'oxygene et ce gaz est le plus souvent toxique. La totalite de l’energie est produite par fermentation. La toxicite de l’oxygene serait expliquee par la production de radicaux superoxyde (O2 + e- = O2-) que les bacteries anaerobies ne semblent pas pouvoir detruire (absence de superoxyde dismutase), et par l’absence ou la faible activite enzymatique des catalases et des peroxydases des anaerobies. Parmi les bacteries presentes dans ce groupe figurent des bacteries intestinales (Flore de Veillon, Clostridium, etc.).
    Les anaerobies aerotolerants qui ignorent la presence de l’oxygene croissent independamment en sa presence ou en son absence (possedent des catalases).

La pression osmotique

Les bacteries sont assez tolerantes aux variations des concentrations ioniques. Des especes pathogenes sont osmotolerantes (staphylocoques, Vibrio cholerae): elles supportent une salinite elevee (ceci est utilise pour la realisation de milieux selectif); on les appelle aussi halotolerantes. On connait cependant des bacteries pathogenes halophiles exigeant plus de 2% de NaCl pour se multiplier (Vibrio parahaemolyticus) mais certaines especes vivant dans des saumures, tolerent des concentrations de NaCl superieures a 20-30%. 

En laboratoire, la pression osmotique et le pH sont controles par la composition du milieu. Des incubateurs sont utilises pour assurer une temperature correcte. L’aeration de la culture, pour assurer des taux d’oxygene adequats, est realisee en agitant les cultures liquides ou en utilisant de grandes surfaces de milieu solide. Des conditions anaerobies peuvent etre creees en ajoutant un agent reducteur comme le thioglycolate au milieu. Des locaux speciaux anaerobies, ou l’oxygene peut etre elimine ou remplace, sont aussi utilises.

L'adaptation 

Les bacteries qui vivent dans des environnements fort specialises - a des temperatures extremes, ou dans les cellules d'autres organismes - ne supportent habituellement pas d'autre environnement. Au contraire, beaucoup de bacteries continuent de croître (ou, tout au moins, survivent) meme lorsque des changements importants se produisent dans leur milieu ambiant. Cela signifie, soit que ces organismes ne sont pas affectes par le ou les changement(s) en question, soit qu'ils sont capables de s'adapter (c'est-a-dire de changer eux-memes), de telle sorte qu'ils tolerent les conditions nouvelles ou en tirent avantage.
Dans beaucoup de cas d'adaptation, la cellule doit synthetiser de nouvelles especes de proteines (en vue de fonctions specifiques) et supprimer la synthese d'autres. La mise en route et/ou la suppression de la synthese de proteines specifiques implique l'ouverture ou la fermeture de genes  - ou bien que leur expression soit augmentee ou diminuee - selon les nouvelles conditions. 

LES MILIEUX BACTERIOLOGIQUES
Puisque apres la division cellulaire chaque cellule fille peut elle-meme croître et se diviser, une cellule est capable de donner naissance rapidement a une grande population de cellules, pour autant que les conditions soient favorables. Dans des conditions adequates, de telles populations peuvent se developper aussi bien in vivo, qu’in vitro. En bacteriologie, toute preparation solide ou liquide specialement elaboree pour la croissance, le stockage ou le transport des bacteries est appelee milieu de culture. Un milieu de culture est compose d’un melange de substances  requises pour la croissance (eau, source d’energie, carbone, azote, soufre, phosphore, ions inorganiques) et d’un systeme tampon evitant les variations de pH. Diverses adjonctions peuvent etre faites pour favoriser la croissance des bacteries auxotrophes, exigeant des facteurs de croissance (vitamines, acides amines, bases azotees). Avant l'emploi, un milieu doit etre sterile, c'est-a-dire qu'il ne doit pas contenir d'organismes vivants.
Les differents types de milieux

Les milieux de culture les plus communement utilises appartiennent a deux categories principales:

· d’une part, les milieux synthetiques pour lesquels on connait parfaitement la nature et la quantite des divers ingredients correspondant souvent aux besoins de base pour la croissance d’un microbe;

· d’autre part, les milieux complexes, dont la composition ne peut etre connue avec exactitude. Ils derivent des produits proteolytiques de la viande (peptones) et des extraits de viande et de levure apportant suffisamment d’ingredients pour assurer la croissance d’un grand nombre de microbes.
Selon la consistence un milieu peut etre liquide, solide ou semi-solide.
Un milieu liquide (ou bouillon) peut etre utilise dans un tube a essai (ferme par un bouchon d'ouate sterile, ou pourvu d'un simple capuchon metallique) ou dans une bouteille en verre avec capuchon a visser. Un flacon universel est une bouteille cylindrique d'une capacite de 250 ml environ, tandis qu'un « bijou » est plus petit (5-7 ml environ).
Un milieu liquide peut etre transforme en milieu solide (gelose) en ajoutant de la gelatine ou de l’agar-agar. Ce dernier (polymere de polysaccharide isole a partir d’algues marines) est la plus courrament employe parce que: a) une fois liquefie par ebullition, il ne se solidifie que s’il se refroidit en dessous de 40-42(C, ce qui permet l’addition d’ingredients thermosensibles comme les proteines; b) une fois solide, il ne peut etre fondu qu’au-dessus de 80-90(C; c) l’agar n’est pas degrade par les bacteries. Au contraire, la gelatine se fait liquefier par certaines bacteries et est liquide a 37( C. Les concentrations d’agar-agar sont de l’ordre 1,5-2 % pour obtenir un milieu solide, 0,2-0,5 % pour fabriquer une gelose molle. D'habitude, le milieu solide est utilise en boîte de Petri en plastique ou en verre. Le milieu a l'etat liquide (fondu) est verse dans la boîte de Petri et laisse au repos jusqu'a solidification. Les boîtes de Petri contenant de milieu solide (gelose, agar) sont souvent appelees plateaux d’agar (on parle en raccourci d'une «boîte»). Pour preparer une pente de gelose (ou gelose inclinee), on laisse solidifier le milieu gelose fondu dans une bouteille ou un tube a essai, incline par rapport a l’orizontale.   
Normalement, pour isoler un grand nombre de microbes ou leurs produits, on utilise la culture liquide, alors que la culture solide en boite de Petri est utilisee pour l’isolement individuel (culture pure) des bacteries. La pente est utilisee pour l’accumulation de la culture pure et la gelose semi-solide en colonne sert a l’etude de certaines activites biochimiques des bacteries.

Selon la composition on distingue:

1) Milieux de base (simples)

a) eau peptonee (peptone – produits solubles de l’hydrolyse de proteines - 1%, NaCl 0,5%);
b) bouillon nutritif (peptone 1%, NaCl 0,5%, extrait de viande 0,5 a 1%);
c) gelose nutritive (bouillon nutritif solidifie par 1,5 a  2% de gelose).
Dans ces milieux ne se developpent que les heterotrophes sans exigences nutritives (comme E. coli). Ceux-ci n'ont besoin que de substances organiques banales qu'on trouve dans les milieux de base.  
2) Milieux enrichis (electifs) (gelose au sang, gelose au serum, gelose chocolat (gelose au sang chauffee a 70-80( C jusqu’a ce que sa couleur passe au brun chocolat)). Ils sont utilises pour la culture de bacteries “exigeantes” pour leur nutrition (Streptococcus, Bordetella, Neisseria).

3) Milieux selectifs (d’enrichissement). Un milieu selectif est un milieu qui favorise la croissance de certaines bacteries au detriment des autres. Ils contiennent pour cela des ingredients qui inhibent la croissance des bacteries non desirees. Par consequent, si un inoculum ne contient que quelques cellules de l'espece requise (parmi une importante population d'organismes non souhaites), la croissance dans un milieu d'enrichissement approprie peut augmenter (« enrichir ») la proportion des organismes voulus. Par exemple, le bouillon selenite et le bouillon au tetrathionate inhibent de nombreux types de bacteries enteriques, mais pas Salmonella typhi, l’agent causal de la typhoide; eau peptonee alcaline (selective pour Vibrio cholerae), milieu de Kitt-Tarozzi (selectif pour les anaerobies). Dans une certaine mesure, tous les milieux sont selectifs: il n'en existe aucun qui assure une croissance identique de tous les types de bacteries.
4) Milieux differentiels. Sur ces milieux on peut distinguer differentes especes de bacteries l’une de l’autre d’apres leurs activites enzymatiques. D’habitude ils sont composes d’un substrat nutritif (gelose) auquel on ajoute des substances diverses (sucres, acides amines, sels mineraux)  et (souvent) un indicateur de pH (rouge de phenol, bromcresol pourpre, bleu de bromthymol, rouge neutre). Ainsi, sous l’action du metabolisme des germes qui croissent sur ces milieux, des reactions colorees permettent de reconnaitre les differentes especes les unes des autres. Par exemple, sur les milieux lactoses (Endo, Levine, Ploskirev) les bacteries enteriques qui utilisent le lactose (comme E. coli) forment des colonies colorees (en rouge sur le milieu d’Endo, en jaune sur le milieu de Ploskirev, en violet sur celui de Levine) parce qu'elles donnent, a partir du lactose, des produits acides qui affectent l'indicateur de pH present dans le milieu. Les especes enteriques qui n'emploient pas le lactose (comme la plupart des souches de Salmonella et de Shigella) donnent naissance a des colonies incolores. La gelose au sang permettrait la detection des bacteries (comme les streptocoques), capables de lyser des globules rouges, mis en evidence par des zones claires (hemolyse) autour des colonies.
5) Milieux speciaux. Ils sont particulierement elabores pour faire croitre un microorganisme donne (par exemple, milieu de Lowenstein-Jensen pour Mycobacterium tuberculosis).
6) Milieux de transport. Ils servent a l'expedition ou au stockage temporaire de materiel (tel qu'un prelevement) qui sera examine ulterieurement pour la presence de certains organismes. La fonction principale du milieu est de maintenir ces organismes en vie, au cas ou ils seraient presents. Il n'est pas necessaire qu'un milieu de transport permette la croissance; en fait, celle-ci peut etre un desavantage puisque les dechets formes sont susceptibles d'avoir un effet defavorable sur la survie des organismes. Le milieu de transport de Stuart (sels, gelose 0,5%, thyoglycollate sodique, bleu de methylene) convient pour toute une gamme de bacteries anaerobies et pour des organismes «fragiles», comme Neisseria gonorrhoeae. 

Pour faire croitre un microorganisme le bacteriologiste prend un milieu sterile approprie et y ajoute une petite quantite de materiel qui contient des cellules vivantes de cette espece. La «petite quantite de materiel» s'appelle un inoculum et le fait d'ajouter l'inoculum au milieu constitue  l’inoculation. Les outils et les procedes employes pour l'inoculation sont decrits plus loin. Le milieu inocule est alors incube, c'est-a-dire place dans des conditions appropriees de temperature, humidite, teneur en oxygene pendant le temps suffisant. L'incubation se fait generalement dans une armoire thermostatisee qu'on appelle un incubateur. Pendant l'incubation les bacteries grandissent et se divisent - donnant naissance a une culture. Une culture est donc un milieu contenant des organismes qui s'y sont developpes (ou y sont encore en croissance). Cette croissance peut se faire en surface ou au sein du milieu.

Les bacteries croissent normalement sous forme de melanges complexes de microorganismes (cultures mixtes). Cependant, en laboratoire, on souhaite travailler avec des cultures pures de bacteries ou toutes les cellules sont issues d’une seule bacterie originale. La methode courante pour isoler une souche unique est d’inoculer le prelevement sur des boites en l’etalant.

La croissance en milieu liquide
Les bacteries peuvent se deplacer librement dans un milieu liquide, soit par diffusion, soit, pour les especes mobiles, par locomotion active. Ainsi, au fur et a mesure que les cellules croissent et se divisent, la descendance se disperse generalement dans tout le milieu. Habituellement, lorsque la concentration en cellules augmente, le milieu devient de plus en plus trouble. Certaines bacteries font exception et tendent a former une couche (une pellicule) a la surface du milieu. Sous cette pellicule, le milieu peut etre pratiquement depourvu de cellules. D’autres bacteries peuvent former du sediment.

La croissance sur milieu solide
Supposons qu'une seule cellule bacterienne soit deposee a la surface d'un tel milieu et recoive tout ce qui lui est necessaire pour croître et se diviser. La cellule grandit, se divise en deux cellules et chaque cellule fille fait de meme. Si croissance et division continuent, la descendance de la cellule originelle atteindra finalement un nombre tellement grand qu'il se formera un amas de cellules visible a l'oeil nu. Cette masse de cellules s'appelle une colonie.
Dans des conditions donnees, chaque espece developpe des colonies de taille, de forme, de couleur et de consistance caracteristiques. L’aspect des colonies est le caractere primaire utilise par les bacteriologistes pour orienter leur diagnostic. 

Par rapport a leur taille on distingue des colonies petites (0,1-1 mm de diametre), de taille moyenne (1-2 mm) et grandes (2-3 mm). La taille d'une colonie peut etre limitee par l'epuisement local des substances nutritives. C'est pour cette raison que des colonies tres rapprochees sont generalement plus petites que des colonies bien espacees. La forme (le contour) des colonies peut etre ronde, irreguliere, crenelee, lobee, dentee, etc., sa surface peut etre lisse ou rugueuse, plate, convexe, ombiliquee, etc. Les bacteries qui produisent des pigments forment generalement des colonies brillamment colorees (rouge, jaune, violet, par exemple) tandis que les bacteries non pigmentees ont habituellement un aspect gris, blanchâtre ou creme. La consistance d'une colonie peut etre mucoide (visqueuse), butyreuse (apparence de beurre), friable, etc.

 Les colonies bacteriennes se repartissent en 2 types principaux: type S (ou Smooth = lisse) et  type R (ou Rough = rugueux).
Au lieu de partir d'une seule cellule, supposons cette fois qu’un tres grand nombre de cellules soient repandues a la surface du milieu. Dans ce cas, l'espace peut manquer pour le developpement de colonies individualisees. En consequence, la descendance de toutes ces cellules formera une couche continue de bacteries qui couvrira toute la surface du milieu. Une telle croissance est appelee croissance confluante. Il peut aussi y avoir croissance confluante lorsqu'une ou quelques cellules bacteriennes mobiles sont deposees sur le milieu. La nombreuse descendance de ces cellules peut se deplacer dans le film d'humidite superficielle et finalement couvrir la surface entiere du milieu.

LES METHODES D'INOCULATION
L'inoculation d'un milieu liquide      

Pour inoculer un milieu liquide avec un inoculum liquide, on trempe simplement la boucle (ou le fil droit) portant l'inoculum, dans le milieu ; on l'agite un peu, puis on la retire. L'inoculation peut aussi s'effectuer au moyen d'une pipette Pasteur. Pour un inoculum solide, on frotte legerement la boucle ou le fil droit contre la paroi interieure du recipient - pour s'assurer qu'une partie au moins de l'inoculum soit abandonnee quand on retire l'instrument.
L'inoculation d'un milieu solide
Les milieux solides peuvent etre inocules de diverses manieres, en fonction du but poursuivi. On recourt a l'ensemencement en stries ou striation  quand on veut obtenir des colonies distinctes, bien separees l'une de l'autre, et qu'on sait que l'inoculum (liquide ou solide) contient un grand nombre de cellules. Dans cette methode, l'inoculum est depose pres du bord de la boite a l’aide d’une boucle. On realise des stries paralleles qui parcurent la surface de la boite d’un bord a l’autre. Ainsi l’inoculum est progressivement «epuise» de telle sorte que, sur une partie au moins de la surface de la boîte, des cellules soient deposees individuellement et bien separees. On arrive habituellement a ce resultat dans la troisieme, quatrieme ou cinquieme serie de stries. A l'incubation, chacune de ces cellules isolees donne naissance a une colonie distincte. Afin d’effectuer l’ensemencement en quadrant l’inoculum est depose pres du bord de la boite de Petri. A partir du depot, avec une boucle  (ou une pipette boutonnee) on realise des stries tres serrees jusqu’a ce que l’ensemenceur ait atteint le diametre horizontal de la boite. On a donc recouvert les quadrants A et B. Apres avoir flambe la boucle et fait tourner la boite de 90(, on realise la meme operation. La semence precedemment deposee sur le quadrant B est etiree sur le quadrant C. On refait tourner la boite de 90(, et la semence de C est epuisee sur le quadrant D. Apres culture, on obtient en D des colonies isolees, faciles a prelever. La boite peut aussi etre inoculee au moyen d’un ecouvillon: petite boule d’ouate compacte, bien fixee a l’extremite d’une mince tige de bois, de plastique ou de metal. On utilise un ecouvillon sterile pour prelever un echantillon a un endroit donne (dans la gorge, par exemple). Une fois charge, l’ecouvillon est promene delicatement sur toute la surface d’une boite d’un milieu adequat – en veillant a ce que tous les cotes de la boule d’ouate soient mis en contact avec le milieu. On peut ainsi inoculer toute la surface de la boite ou se contenter d’une petite zone peripherique d’ou l’inoculum est ensuite repandu par striation (ou en quadrant). Un etalement sur boîte consiste a etaler un petit volume d'inoculum liquide (0,05 a 0,1 ml par exemple) a la surface du milieu solide au moyen d'une tige de verre sterile en forme de L (un «etaloir»). On peut encore ensemencer une boîte de Petri en inondant la surface de la gelose avec un inoculum liquide dont l'exces est enleve a la pipette Pasteur sterile. Dans ce dernier procede et dans l'etalement, si l'inoculum contient suffisamment de cellules, l'incubation fait apparaître un gazon bacterien: couche de croissance confluante qui recouvre toute la surface du milieu. Une pente de gelose est ensemencee en realisant des stries transversales du fond du tube vers le sommet de la tranche gelosee. La piqure en gelose profonde consiste a ensemencer un milieu solide (ou semi-solide) - par exemple, le fond d'une colonne     - en plongeant le fil droit, verticalement dans le milieu. L'inoculum (a la pointe du fil) est ainsi distribue tout le long du trajet dans la gelose. On utilise ce procede pour inoculer en profondeur les zones microaerobies ou anaerobies du milieu ou pour l’identification biochimique des bacteries. 

LA CROISSANCE DES POPULATIONS BACTERIENNES (La courbe de croissance bacterienne)
La culture en «batch» (discontinue)
Imaginons que quelques cellules bacteriennes soient introduites dans un milieu liquide adequat qui est alors maintenu a la temperature optimale de croissance de l'espece. A intervalles reguliers, on peut prelever un petit volume du milieu et faire le compte des cellules qu'il contient. De cette facon, on peut suivre le developpement d'une population, c'est-a-dire l'augmentation du nombre de cellules avec le temps. En portant le nombre de cellules en fonction du temps, on obtient une courbe de croissance qui, pour une espece donnee, mise dans des conditions donnees, prend une forme caracteristique, en revelant quatre phases de croissance.
Quand des bacteries sont introduites dans un milieu liquide frais, la division cellulaire peut ne pas commencer immediatement. Il peut y avoir une phase de latence initiale au cours de laquelle ne se produisent que peu (ou pas) de divisions. Pendant la phase de latence, les cellules s'adaptent a leur nouvel environnement - par exemple, en fabriquant les enzymes requises pour utiliser la nourriture nouvellement disponible. La duree de la phase de
latence dependra beaucoup des conditions dans lesquelles les cellules se trouvaient avant d'etre introduites dans le nouveau milieu. La phase de latence sera souvent longue si les cellules ont prealablement ete soumises a de dures conditions, ou si elles ont ete cultivees avec des substances nutritives differentes ou a une autre temperature. La phase de latence sera courte (ou meme absente) si les cellules proviennent d'un milieu similaire ou identique,
incube a la meme temperature.
Au cours de la phase de latence (adaptative), des molecules sont synthetisees, mais l'augmentation de la masse totale de la population cellulaire ne s'accompagne pas d'une augmentation du nombre de cellules. On dit que les cellules sont en croissance non equilibree.
Une fois adaptees au nouveau milieu, les cellules commencent a grandir et a se diviser a la vitesse maximum pour l'espece, dans les conditions offertes. C'est la phase de croissance logarithmique (= log) ou exponentielle. Pendant cette phase, la population de cellules double en nombre a vitesse constante - et double en masse a la meme vitesse. Ceci est la marque d'une croissance equilibree.
Pendant la phase de croissance logarithmique, quand on porte sur une simple echelle arithmetique le nombre de cellules en fonction du temps, on obtient une courbe qui s'eleve de facon abrupte. 

A mesure qu'elles grandissent, les cellules consomment les substances nutritives du milieu et produisent des dechets qui s'y accumulent. Par consequent, la croissance finit par ralentir et s'arreter a cause, soit d'un manque de nourriture, soit de l'accumulation des dechets (ou des deux a la fois). Lorsque le nombre total de cellules vivantes n'augmente plus, on dit que la culture est en phase stationnaire. Elle se caracterise par un plateau sur la courbe. Il existe une petite mort cellulaire contrebalancee par un taux faible de division cellulaire.

Apres la phase stationnaire, on arrive finalement a la phase de letalite (declin), au cours de laquelle le nombre de cellules vivantes decroît progressivement. Les cellules se lysent et la culture devient moins trouble.
Ces sont les phases de croissance d'une culture en «batch». La culture en « batch » est appelee ainsi parce que la croissance se deroule, de la phase de latence a la phase de letalite, dans une seule et meme quantite de milieu.
Au cours des differentes phases de croissance, les cellules peuvent subir des changements marques dans leur biologie generale et leur metabolisme. Ainsi, les cellules en croissance sont normalement tuees par la penicilline mais deviennent resistantes a cet antibiotique lorsque la croissance cesse.
Quand il n'y a pas croissance ou quand la croissance est limitee, les sous-produits du metabolisme primaire (lie a la croissance) peuvent etre utilises par la cellule pour synthetiser ce qu'on appelle les « metabolites secondaires » (idiolites) qui ne servent pas a la croissance. Chez certaines especes, les idiolites comprennent des toxines et des antibiotiques importants.
La production de certaines substances au cours d'une phase de croissance particuliere peut etre optimisee par l'addition d'elements nutritifs aux moments voulus. Certains processus industriels ont recours a ces «cultures en batch enrichies». 

La culture continue

Quand les bacteries sont cultivees dans un volume donne de milieu liquide (comme dans la culture en «batch»), la composition de ce milieu change continuellement : les substances nutritives sont consommees et les dechets s'accumulent. Ce type de culture convient pour de nombreuses etudes, mais il est parfois preferable que les cellules croissent dans des conditions definies, controlees et constantes. Pour ce faire, on recourt a la culture continue (culture en flux continu, culture ouverte). Dans une telle culture, les bacteries sont mises a croître en milieu liquide dans un appareil appele chimiostat. Il y a, pendant la croissance, entree continue de milieu sterile frais et sortie simultanee - a la meme vitesse - de culture (c'est-a-dire de milieu et de cellules). Dans ces conditions, les cellules sont maintenues continument en croissance logarithmique, c'est-a-dire en croissance equilibree, sur une longue periode de temps. Parce que la croissance s'y deroule dans des conditions definies et constantes, cette forme de culture est utile pour l'etude du metabolisme bacterien, par exemple. Dans  l’industrie ce procede est utilise pour obtenir des cultures ou des metabolites microbiens en grande quantite. 

La croissance synchrone

Dans une population de bacteries en croissance, toutes les cellules ne se divisent pas au meme instant. Cependant, au laboratoire, on peut obtenir des populations ou tous les individus se divisent a peu pres en meme temps. Dans de telles cultures synchrones, la partie logarithmique de la courbe de croissance prend un aspect d'escalier, ou chaque marche represente un doublement brusque du nombre de cellules.
L’EXAMEN (DIAGNOSTIC) BACTERIOLOGIQUE

Dans le diagnostic des maladies infectieuses la methode bacteriologique joue un role essentiel.

L’examen bacteriologique consiste a examiner de divers prelevements sur des milieux de culture afin d’obtenir des souches (cultures) pures qui sont identifiees, testees vis-a-vis des antibiotiques, eventuellement conservees.

Le deroulement de l’examen bacteriologique se decompose en un ensemble d’etapes successives qui va du prelevement des echantillons biologiques jusqu’a la remise des resultats. Chacune d’entre ces etapes apporte au diagnostic des elements qui seront pris en compte pour l’elaboration du resultat final.

La phase pre-analytique comprend plusieurs etapes dont la sequence et la coordination doivent etre sans faille.

· Prescription medicale

La prescription medicale est un acte de reflexion intellectuelle qui repond a un objectif diagnostique, prognostique, therapeutique ou preventif. Il doit y avoir coherence entre l’ordonnance, les rensegnements cliniques et les prelevements. Elle intervient apres interrogatoire et l’examen clinique du patient et la consultation eventuelle des autres examens biologiques deja pratiques. Le prescripteur porte la responsabilite de l’indication de l’analyse bacteriologique, il assume la responsabilite du prelevement et du transport.

L’analyse bacteriologique doit etre prescrite explicitement sur l’ordonnance. Le prescripteur, son nom, sa qualite doivent etre clairement identifies, de meme que l’identite du malade, le but de l’analyse, la nature des principales manifestations pathologiques et leur date d’apparition et localisation. Peuvent etre important a notifier: un etat d’immunodepression, la prise d’antibiotiques, la grossesse, le voyage recent, etc.

· Execution du prelevement

Le prelevement est un acte-cle de la phase pre-analytique. Le choix du ou des echantillons, de leurs modalites de prelevement, de transport et de conservation doivent etre de qualite optimale, a defaut de quoi, les resultats des analyses risquent de n’avoir aucune utilite clinique (mieux vaut renoncer a un examen que transmettre un prelevement inadequat ou de mauvaise qualite).

Le ou les prelevements sont effectues par le prescripteur (medecin), le bacteriologiste ou une personne deleguee (infirmier, interne) selon la reglamentation en vigueur.

Le preleveur doit respecter les regles d’hygiene et les precautions standard, notamment en ce qui concerne le port de gants, blouses, etc. Le materiel destine a entrer en contact avec le patient doit etre sterile et a l’usage unique.

Le prelevement doit etre realise le plus pres possible du debut des manifestations cliniques est avant la prise d’un antibiotique.

· Sites des prelevements, modalites et delais de transport

De facon generale, toute lesion accessible doit etre prelevee. Il est souvent utile de prelever differents sites, correspondant a la porte d’entree habituelle du microbe, aux tissus cibles dans lesquels la bacterie se multiplie et a sa voie d’elimination. Le plus souvent on examine les secretions nasales et rhinopharingees, les selles, les urines, les liquides de lavage broncho-alveolaire, le liquide cephalorachidien, le contenu des vesicules et ulcerations cutaneo-muqueuses, le pus, le sang, les fragments des tissus (pieces de biopsie ou d’autopsie), etc.

Des elements du milieu environnant peuvent etre egalement examines: l’eau, l’air, les aliments etc.

Le prelevement doit etre en quantite suffisante pour que les recherches soient possibles.

Le recipient destine a recevoir le prelevement doit etre sterile, adapte a la nature du prelevement et des analyses, afin d’eviter tout risque de contamination et de pollution. 

Le recipient est transporte dans un sac en plastique ou dans une boite metalique etanche et ferme hermetiquement, comportant un compartiment separe pour les documents qui l’accompagnent.

Le preleveur est responsable d’etiqueter les recipients contenants l’echantillon biologique. Il faut mentionner l’identite, la date de naissance, le sexe du patient, ainsi que la nature de l’echantillon, la date et meme l’heure du prelevement.

Concernant le delai de transport, le diagnostic bacteriologique necessite un transport sans delai au laboratoire, ou un conditionnement specifique (milieu de transport, congelation, etc.). En effet, le delai lie au transport, ainsi que les mauvaises conditions dans lesquelles le prelevement est achemine peuvent alterer qualitativement et quantitativement les constituants des echantillons biologiques.

L’EXAMEN BACTERIOLOGIQUE PROPREMENT DIT

Tout d’abord, le prelevement recu est soumis a l’examen macroscopique qui permettra de noter une modification de l’aspect, de l’odeur, orientant deja le diagnostic. Ensuite, le prelevement doit etre prepare pour l’investigation (centrifuge, disperse, homogenise, etc.). Apres il est soumis a l’examen microscopique. On prepare des frottis, on les colore par Gram, Ziehl-Neelsen, Aujeszky, Hinss, etc. (selon les besoins). L’examen cytologique permet de denombrer les elements cellulaires et les identifier, d’apprecier la presence des bacteries, leur abondance, leur caracteristique de Gram, la mise en evidence d’une acidoresistance, d’une capsule, etc. Les donnes de cet examen sont prises en compte dans le choix des milieux de culture utilises lors de la partie bacteriologique.

I ETAPE: Isolement de la culture pure

Isoler des bacteries consiste a obtenir une clone (culture pure) a partir d’un melange de cellules bacteriennes ou d’un produit pathologique. Chaque colonie, si elle est suffisamment eloignee de ses voisines, constitue une culture pure.

Pour l’isolement des cultures pures on utilise des milieux solides coules en boites de Petri. A la base de l’isolement des bacteries sont les techniques d’epuisement de l’inoculum (ensemencement en stries, ensemencement en quadrant, etalement consecutivement sur trois boites).

Apres l’ensemencement les boites seront mises a incuber pendant 18 a 24 heures, a 37(C. Lors de l’incubation chaque cellule isolee (de toute espece capable de croitre sur le milieu) donnera naissance a une colonie distincte.

II ETAPE: Accumulation de la culture pure
Toutes les colonies sont soumises a un examen macroscopique (on remarque la taille, la forme, la couleur, la consistence, etc.) afin de choisir les colonies suspectes. Une fois selectees, il faut s’assurer que dans chaqune des colonies selectionnees, toutes les cellules sont de la meme espece. Il est toujours possible qu'une colonie - meme bien isolee - contienne des cellules de deux especes differentes. Ceci peut arriver si, au cours de la striation, deux cellules differentes se sont deposees (par hasard) au meme endroit a la surface de la gelose. Pour lever ce doute, on prepare un frottis colore par Gram. Pour obtenir une biomasse suffisante pour l’identification de cette culture, on repique chaque colonie. Le repiquage bacterien consiste a transferer les cellules d’une culture ou d’une colonie donnee dans un milieu sterile frais (d’habitude une gelose en pente). Pour repiquer une colonie donnee on touche legerement sa surface avec une boucle sterile. Une petite quantite de cellules de la colonie adhere ainsi a la boucle et peut etre deposee par striation sur la pente de gelose. On met les tubes ensemences a incuber a 37( C pendant 18 a 24 heures. La descendance de toutes cellules formera une couche continue de bacteries, qui couvrira toute la surface du milieu (croissance confluente).

III ETAPE: Identification de la culture pure
L’identification consiste a mettre en evidence quelques caracteres importants qui permettront de ranger le germe isole dans une famille, genre, espece determines. Habituellement on determine de certains caracteres de la bacterie isolee, apres on les compare aux caracteres de nombreuses especes connues jusqu’a trouver une similitude. On determinera souvent en premier lieu les caracteres suivants, parce qu’ils offrent la plus grande valeur distinctive, chacun d’entre eux permettant d’exclure un ou plusieurs des principaux groupes bacteriens:

1. Caracteres morfologiques du germe: forme, groupement, mobilite, type de ciliature, spore, capsule…;

2. Reaction aux colorants (proprietes tinctoriales), particulierement la coloration de Gram;

3. Caracteres de culture: rapport avec l’oxygene, exigences nutritives, aspect des colonies, pigmentation, hemolyse, etc.;

4. Proprietes biochimiques qui consistent a definir l’equipement enzymatique de la bacterie (metabolisme glucidique, lipidique, proteique);

5. Sensibilite aux antibiotiques;

6. Si pour certaines bacteries l’identification s’arrete a ce stade, pour d’autres il est important de preciser les constituants antigeniques au moyen de serums specifiques (tests serologiques);

7. Eventuellement le pouvoir pathogene experimental sera recherche par inoculation a l’animal, mettant alors en evidence la virulence de la souche ou ses caracteres toxigenes.

8. Dans un contexte epidemiologique particulier, il peut etre utile de pousser l’identification de la souche jusqu’au stade du lysotype (sensibilite vis-a-vis des bacteriophages).

Etude du metabolisme glucidique. Dans certains genres bacteriens, on peut distinguer les especes l’une de l’autre d’apres les types d’hydrates de carbone qu’elles sont capables de metaboliser. La gamme des sucres qu’un microorganisme donne utilise peut se determiner simplement en faisant croitre cet organisme dans une serie de milieux (milieux de Hiss), contenant chacun un sucre different (comme source de carbone) et un systeme pour detecter l’utilisation du sucre. La base du milieu peut etre de l’eau peptonee ou du bouillon nutritif; on y ajoute, en plus du sucre, un indicateur de pH pour detecter l’acidification due a la metabolisation du sucre. Dans ces milieux l’utilisation de l’hydrate de carbone se traduit par l’apparition de metabolites acides qui vont abaisser le pH du milieu. Un changement de la couleur de l’indicateur apparait, qui temoigne une reaction positive. Il peut y avoir formation de gaz, par exemple dans les fermentations acide mixte et butanediolique, par la scission de l’acide formique en dioxyde de carbone et hydrogene, scission due au systeme enzymatique de la formate hydrogene lyase.

Etude du metabolisme proteique. Un certain nombre d’epreuves vont depister l’aptitude des bacteries a degrader les substances proteiques. Cette recherche peut mettre en evidence une aptitude globale (liquefaction du serum coagule ou de la gelatine, la peptonisation du lait coagule), ou au contraire, des enzymes specifiques: urease, decarboxylase, desaminase (par la mise en evidence d’un degagement d’hydrogene sulfure, de la production d’indole, d’ammoniac, etc.). Une version du test au sulfure consiste a inoculer le microorganisme dans un tube par piqure en profondeur dans un milieu solide contenant de la peptone et une faible concentration de chlorure ferreux (milieu de Kligler, par exemple). L’organisme qui fabrique beaucoup de sulfure donne naissance a des quantites visibles de sulfure ferreux noir. Dans un test plus sensible on place une bandelette de papier chargee d’acetate de plomb au-dessous du milieu ou croit l’organisme a tester. La production de sulfure d’hydrogene se marque par la formation de sulfure de plomb qui noircit la bandelette. L’indole est un metabolite de degradation du tryptophane. On fait croitre le microbe a tester dans une eau peptonee pendant 24 a 48 heures. Une bandelette imbibee d’acide oxalique est coincee entre le bouchon et la paroi du tube, de telle sorte qu’elle soit placee a l’oppose du milieu de culture et sans le toucher. Si l’indole se forme l’indicateur de la bandelette vire en rouge. Les souches “ureases-positives” liberent de l’ammoniac qui sera depiste a l’aide d’une bandelette au tournesol.

On peut aussi determiner la presence d’une catalase, des cytochromes oxydases, ou etudier les rapports avec l’oxygene.

La catalase est une enzyme qui catalyse la decomposition du peroxyde d’hydrogene (H2O2) en eau et oxygene. Synthetisee par la plupart des bacteries aerobies, elle elimine le peroxyde d’hydrogene produit au cours du metabolisme aerobie. Le test de la catalase sert a detecter la presence de cette enzyme dans une souche bacterienne donnee. Dans la methode traditionnelle du test, on transfere un peu de materiel bacterien au moyen d’une boucle, dans une goutte de peroxyde d’hydrogene deposee sur une lame; la presence de catalase se marque par la formation de bulles de gaz (oxygene).

Le test de l’oxydase detecte un type particulier de chaine respiratoire, qui comporte en fin de chaine un cytochrome c et l’oxydase associee. Les bacteries qui possedent une telle chaine peuvent oxyder des composes chimiques comme le reactif de l’oxydase de Kovacs (solution de 1 % de di(tetra)methyl-para-phenylene-diamine). Les electrons sont transferes de ce reactif au cytochrome c et de la, via l’oxydase, a l’oxygene. Ainsi oxyde, le reactif developpe une couleur violette intense puis noire. Pour effectuer ce test on humecte une petite surface de papier filtre de quelques gouttes du reactif de l’oxydase et on y etale une petite quantite de materiel bacterien, au moyen d’une spatule en verre ou d’une boucle bacteriologique. Les especes oxydase-positives donnent une coloration violette immediatement ou dans les 10 secondes. On peut utiliser aussi des disques prets a l’emploi du commerce. Parmi les bacteries oxydase-positives, on compte des especes de Neisseria, de Pseudomonas et de Vibrio. Les membres de la famille des Enterobacteriaceae repondent negativement.

Le test d’oxydation-fermentation (test de Hugh et Leifson) determine si un organisme recourt a un metabolisme oxydatif (respiratoire) ou a un metabolisme de fermentation pour utiliser un hydrate de carbone donne (souvent le glucose). On remplit deux tubes a essai sur un hauteur de 8 cm environ, avec de la gelose peptonee contenant le glucose et un indicateur de pH, le bleu de bromothymol, qui rend le milieu vert (pH 7,1). Un des deux tubes est chauffe a la vapeur (pour en eliminer l’oxygene dissous) et est refroidi rapidement juste avant utilisation. Chaque tube est alors inocule avec la culture a tester par piqure en gelose profonde jusqu’a 5 cm environ. Dans le tube “chauffe”, le milieu est immediatement recouvert d’une couche de vaseline ou de paraffine liquide sterile. Les deux tubes sont ensuite incubes et examines apres 1 a 4 jours: le jaunissement de l’indicateur de pH indique l’utilisation du glucose. Les organismes qui respirent ne provoquent de jaunissement que dans le milieu non paraffine (aerobiose). Les anaerobies facultatifs font jaunir les deux milieux; dans le milieu recouvert de la paraffine, le glucose est fermente tandis que dans le milieu non paraffine, il est d’abors attaque par la respiration, puis par la fermentation. 

Recherche d’une DNAse. Plusieurs especes bacteriennes sont capables de degrader l’ADN inclus dans le milieu de culture. Le milieu est coule en boite de Petri, et les germes a etudier ensemences sous forme d’une strie radiale de 3 cm de longueur. Apres culture, le milieu est inonde avec une solution d’acide chlorhydrique normale. Si la souche est DNAse positive, la strie est entouree d’une zone claire qui contraste avec le trouble du milieu environnant.

Mise en evidence d’une lecithinase. Elle consiste a rechercher l’aptitude de ceratines especes a degrader la lecithine. Pour cela, on enrichit a 10 % une gelose nutritive d’une solution de jaune d’oeuf. Les germes a etudier sont ensemences en touches. La degradation de la lecithine se traduit par l’apparition d’une zone opaque qui entoure la colonie.

Recherche d’une lipase. Cette recherche consiste a determiner si la souche etudiee possede les enzymes necessaires a l’hydrolyse du Tween 80. A une gelose ordinaire, on incorpore, a concentration finale de 1%, du Tween 80. On coule en boites de Petri, on ensemence en touches. La formation d’un halo opaque entourant les colonies, lie a la precipitation des acides gras, est le signe d’une reaction positive. 

Les tests biochimiques d’identification sont effectues classiquement en tubes. Actuellement on utilise des galeries miniaturisees et pretes a l’emploi, ce qui economise temps, espace et materiel. Le systeme API est le plus utilise et consiste en une galerie de plastique comportant un certain nombre de microtubes (alveoles) qui contiennent chacun un milieu deshydrate different. Chaque microtube est inocule avec une suspension de l’organisme a tester et on met la galerie a incuber. Ulterieurement, on ajoute des reactifs la ou ils sont requis, pour detecter des produits metaboliques particuliers.

IV ETAPE: Lecture des resultats, edition et delivrance de la reponse
L’isolement des bacteries anaerobies s’effectue de meme facon, sauf qu’elles doivent etre incubees en anaerobiose. On utilise pour ce faire une enceinte anaerobie. L'enceinte de McIntosh (l’anaerostat) en est un exemple : c'est une chambre cylindrique en metal, aux parois epaisses, et dont le couvercle plat est etanche. On charge ce cylindre avec une pile de boîtes ensemencees et on fixe le couvercle avec une pince a vis. Une pompe a vide est alors connectee a l'une des deux valves menagees dans le couvercle du cylindre, valve que l'on ferme apres quelques minutes. Par l'autre valve, on introduit ensuite de l'hydrogene (contenu dans une poche en caoutchouc) dans le cylindre et on ferme cette deuxieme valve. Evacuation et remplissage peuvent etre repetes plusieurs fois. Une enveloppe de gaz, fixee a la face interne du couvercle, contient un catalyseur (des pastilles d'alumine enrobees de palladium) qui permet la combinaison chimique entre l'hydrogene et les dernieres traces d'oxygene. Le cylindre est ensuite place en incubateur pendant le temps necessaire. 
Une forme plus moderne d'enceinte anaerobie consiste en un solide cylindre d'epais plastique transparent, muni d'un couvercle plat et etanche. Ce cylindre est rempli de boîtes, puis on y laisse tomber un petit sachet de produits chimiques auquel on a ajoute de l'eau et on ferme immediatement le couvercle au moyen d'une pince a vis. Les produits chimiques liberent de l'hydrogene qui, en presence d'un catalyseur, se combine avec tout l'oxygene du cylindre. 
Certains anaerobies peuvent etre cultives (sans de tels recipients) dans des milieux comme le milieu de Kitt-Tarozzi (foie de boeuf hache, extrait de boeuf (1 %), peptone (1 %), chlorure de sodium (0,5 %) et un agent reducteur, comme le glucose (0,5 %) ). Le milieu sterilise a l'autoclave est stocke dans des flacons universels avec capuchon a visser. Avant utilisation les tubes sont chauffes a la vapeur (pour en eliminer l’oxygene dissous) pendant 20 minutes et ensuite sont refroidis rapidement (regeneration du milieu). On peut aussi isoler des anaerobies en profondeur d’une gelose en colonne.

L'HOMME CONTRE LES BACTERIES
En de multiples occasions de la vie de tous les jours, les bacteries peuvent constituer une nuisance ou meme un danger. Nous avons donc besoin de  methodes pour les eliminer ou pour les empecher d'agir. Parfois, il est necessaire de detruire completement toute forme de vie sur un objet donne - par exemple, sur un instrument chirurgical. D'autres fois, il peut simplement suffire d' eliminer les seuls organismes nuisibles. Et il ne faut pas oublier le probleme particulier pose par l'inactivation des bacteries pathogenes sur ou dans les tissus vivants.
LA STERILISATION
Tout procede dont on est sur qu'il tue tous les organismes vivants - y compris les endospores - constitue une sterilisation. Puisqu'une sterilisation tue tous les organismes, des expressions telles que «sterilisation partielle» n'ont pas de sens. Idealement, les methodes de sterilisation devraient etre efficaces, rapides, simples et bon marche et elles devraient pouvoir s'appliquer a une grande variete de materiels. Plusieurs methodes de strerilisation sont disponibles. 

Quel que soit le moyen utilise, l’obtention et le maintien d’une sterilisation de bonne qualite doivent tenir compte des regles suivantes:

a) le materiel a steriliser doit etre prepare et nettoye de telle facon que sa charge microbienne initiale soit la plus faible possible;

b) le moyen de sterilisation utilise doit tenir compte:
· de la nature d’objet ou du materiel a steriliser;

· de la nature de l’emballage qui doit permettre le libre passage de l’agent sterilisant.
c) l’efficacite du traitement doit etre controle par son action sur des indicateurs biologiques temoins.
d) l’emballage, les conditions de stockage doivent permettre de maintenir dans le temps la sterilite du produit ou de l’objet sterilise.
 La sterilisation s'effectue par de diverses methodes, habituellement par des methodes physiques (le plus souvent par la chaleur).


La sterilisation par la chaleur
Les cellules bacteriennes d'especes differentes varient dans leur sensibilite a la chaleur et les endospores sont beaucoup plus resistantes que les cellules vegetatives. Ces dernieres meurent generalement fort vite dans l'eau bouillante, tandis que les endospores peuvent y survivre longtemps. 
Le pouvoir sterilisant de la chaleur ne depend pas seulement de la temperature, mais aussi de facteurs comme le temps, l'humidite presente et le nombre et l'etat des micro-organismes traites. Plus la population initiale de bacteries est importante, plus il faudra de temps pour atteindre la sterilite, a une temperature donnee. 
Le feu

On peut recourir au feu pour steriliser rapidement des surfaces, des boucles d'inoculation, etc. Le flambage des anses, des pipettes, du col des tubes et des recipients, fait partie du rituel bacteriologique. La flamme permet d’atteindre des temperatures de 1200 a 1300( C. Elle constitue, pour les objets qui peuvent supporter de telles temperatures, un moyen efficace et  rapide de nettoyage par carbonisation et la matiere organique, et de sterilisation. Les articles jetables comme les pansements usages et les seringues a usage unique peuvent etre sterilises - et detruits - par incineration. Toutefois dans la plupart des autres cas, on emploie des methodes moins destructrices.
La sterilisation par la chaleur seche: le four a air chaud (les fours Pasteur ou Poupinel)
Cet appareil est utilise pour la sterilisation des objets resistants a la chaleur, comme la verrerie propre, des poudres, graisses, huiles. On y maintient une temperature de 160 a 180 °C pendant 60 a 90 minutes, ce qui denature les proteines, desseche le cytoplasme et oxyde divers composants de tout organisme present. L'air a l'interieur du four devrait etre maintenu en circulation au moyen d'un ventilateur, afin d'assurer que la temperature requise soit atteinte en tout endroit, et le materiel a steriliser devrait etre dispose de maniere telle qu'il n'empeche pas l'air de circuler.

Ce mode de sterilisation n’est pas sans inconveniants:

· il est necessaire d’obtenir une temperature elevee (180( C), ce qui entraine la carbonisation des cotons et des textiles;

· il est impossible d’y steriliser des liquides;
· son efficacite est difficile a garantir.
La sterilisation par la vapeur : l'autoclave
La vapeur peut steriliser a des temperatures plus basses (et pendant des temps plus courts) que celles utilisees dans un four a air chaud. A la pression atmospherique, la temperature de la vapeur n'est que de 100 °C seulement - temperature a laquelle certaines endospores peuvent survivre longtemps - mais employee sous pression, la vapeur peut atteindre des temperatures plus elevees, convenant pour la sterilisation. En fait, il existe une relation precise entre la pression et la temperature de la vapeur pure, c'est-a-dire la vapeur ne contenant pas d'air: plus haute est la pression, plus elevee est la temperature. Quand on sterilise par la vapeur, on place les objets a steriliser dans une solide chambre metallique, hermetique aux gaz (un autoclave). La vapeur est produite dans la chambre ou, dans les autoclaves plus grands, y est amenee depuis un generateur de vapeur (chaudiere). Le robinet de decharge pour l’air et la vapeur etant ouvert, le couvercle est mis en place et serre fermement. Le joint de caoutchouc assure l’etancheite. On allume l’element chauffant pour faire bouillir l’eau. La vapeur ainsi formee remplit la chambre et finit par deplacer tout l’air initialement present (qui est chasse via le robinet de decharge). Quand c’est de la vapeur pure qui s’echappe bruyamment par le robinet, celui-ci est ferme. On maintient le chauffage et l’eau continue a se transformer en vapeur; la pression (et donc la temperature) dans l’autoclave augmente. Des que la pression et la temperature desirees sont atteintes, une soupape prereglee s’ouvre: la vapeur qui s'echappe est remplacee par de la vapeur fabriquee ou introduite dans la chambre, de telle sorte que la pression dans l'autoclave reste constante. Lorsque le temps necessaire s’est ecoule, on coupe l’element chauffant et on laisse refroidir l’autoclave jusqu’a ce que la pression dans la chambre (indiquee par un manometre)  ne depasse plus la pression atmospherique. On peut alors ouvrir le couvercle en toute securite et enlever le contenu sterile. 

Le temps que dure la sterilisation doit etre suffisant pour que toutes les parties de la charge (c'est-a-dire les objets et materiaux mis a steriliser) soient portees a la temperature sterilisante, et soient maintenues a cette temperature jusqu'a ce que tous les organismes presents soient tues.
Les combinaisons temperature/temps habituellement utilisees pour l'autoclavage sont: 115 °C (1 Atm) pendant 35 minutes; 121 °C  (1,5 Atm) pendant 15-20 minutes ;  134 °C (2 Atm) pendant 4 minutes. Ces temps peuvent etre modifies selon la nature de la charge et la nature et l'importance des contaminations. Il ne faut compter le temps qu'a partir du moment ou toutes les parties de la charge ont atteint la temperature de sterilisation. 

L’autoclavage permet de satisfaire la presque totalite des besoins de sterilisation. Toutefois il y a des materiaux qui ne peuvent pas etre sterilises a l'autoclave. Parmi ceux-ci, les substances hydrophobes (comme la vaseline) et les substances volatiles ou thermolabiles (qui sont detruites par la chaleur). Certains de ces materiaux, dont la vaseline, peuvent etre sterilises dans le four a air chaud.
Certains materiaux, que l'autoclavage endommagerait, peuvent etre sterilises par la vapeur sous pression reduite (a 80°C, par exemple), en presence de formaldehyde. Cette methode tue les endospores en 2 heures environ et est utilisee pour steriliser les instruments chirurgicaux sensibles a la chaleur, les tuyaux de plastique, les couvertures de laine, etc.

La sterilisation par les radiations ionisantes
Les radiations ionisantes - par exemple, les rayons beta (electrons), les rayons gamma, les rayons X - sterilisent en fournissant l'energie pour toute une variete de reactions chimiques letales dans les organismes contaminants. Les rayons gamma (provenant habituellement d' une source de cobalt-60) sont largement utilises pour la sterilisation d'equipement biologique preemballe comme les boîtes de Petri en plastique et les seringues.
La sterilisation par filtration
Pour steriliser les produits liquides qui ne supportent pas la chaleur, l’emploi de la filtration sterilisante sur bougies, ou beaucoup mieux, sur membranes filtrantes, est tres utilise. S'il ne contient pas de virus ni d'agents subviraux, un liquide peut etre sterilise par passage au travers d'une  membrane filtrante (de porosite adequate) capable de retenir tous les autres micro-organismes. Le filtre lui-meme consiste en une mince feuille d'acetate de cellulose, de polycarbonate ou d'un materiau similaire. Selon les modeles utilises, l’eventail de la dimension des pores s’echelonne de 8 (m a 0,025 (m. L’utilisation des filtres dont la dimension moyenne des pores est de 0,22 (m permet d’effectuer des sterilisations d’excellente qualite. Elles sont placees dans des appareils de filtration dont le principe est toujours le meme, seul varie le volume qu’ils sont capables de recevoir. On peut aspirer le liquide a travers le filtre en reduisant la pression dans le flacon collecteur sterile (filtration par depression) ou au contraire forcer son passage au moyen d'un piston de seringue, par exemple (filtration sous pression). 
On a recours a la filtration notamment pour la sterilisation de serum (a usage de laboratoire), des solutions d'antibiotiques thermolabiles ou des milieux contenant des sucres thermolabiles.
La sterilisation par les agents chimiques    
Les produits chimiques utilises pour la sterilisation (sterilisants) sont necessairement tres reactifs et endommagent les tissus vivants. Ils exigent, par consequent, une manipulation prudente, et ne sont guere employes que par les grandes firmes disposant de l'equipement et du personnel requis.
L'oxyde d'ethylene (C2H4O) - un ether cyclique soluble dans l'eau - existe sous forme gazeuse aux temperatures superieures a 10,8° C et forme des melanges explosifs avec l'air. On l'utilise par consequent dilue dans un autre gaz comme le dioxyde de carbone ou l'azote. Pour la sterilisation, on utilise le melange gazeux dans une chambre speciale et on controle soigneusement la temperature, l'humidite, le temps et la concentration en oxyde d'ethylene. L'oxyde d'ethylene est un agent alkylant qui reagit avec divers groupements dans les proteines et les acides nucleiques. On l'emploie pour steriliser l'equipement medical propre, les draps de lit, et les materiaux qui ne resistent pas a la chaleur comme certains plastiques.
Parmi les produits sterilisants, on compte aussi le glutaraldehyde et le (-propiolactone.
Un autre procede consiste a injecter dans la chambre de sterilisation (une atmosphere seche sous pression reduite), du peroxyde d'hydrogene. Celui-ci y est converti, par l'energie de radiofrequences, en especes chimiques reactives qui effectuent la sterilisation. La sterilisation peut toutefois etre manquee a cause (a) d'une temperature trop basse (<42 °C ); (b) de la presence de lipides ; (c) de la presence de cellulose ; ou (d) de charges humides. Ce procede peut servir a steriliser certains instruments medicaux (comme les endoscopes).
L’efficacite de la sterilisation est verifiee avec des indicateurs physiques (thermometres, manometres), biologiques (spores de Bacillus, placees en ampoules qui, apres avoir ete soumises a un cycle de sterilisation, ne doivent pas permettre d’obtenir des formes vegetatives), ou chimiques (poudres des substances chimiques qui se fondent a des temperatures precises). 

L’ASEPSIE 

Les instruments, les  milieux, etc., doivent evidemment etre sterilises avant l’usage. Si on n’est pas sur de leur sterilite, on ne peut pas savoir ce qui se passera dans le travail pratique. De plus, au cours des manipulations bacteriologiques, instruments et materiel doivent etre proteges de toute contamination par les organismes toujours presents dans le milieu ambiant. L’asepsie implique la sterilisation prealable de tous les instruments, recipients, milieux, etc., et l’absence de tout contact ulterieur de ceux-ci avec des objets non steriles – comme les doigts, la paillasse, etc. 

LA DESINFECTION
La desinfection est un procede qui detruit, inactive ou elimine les microbes potentiellement nuisibles - sans necessairement affecter les autres organismes presents. Elle n'a generalement que peu ou pas d'effet sur les endospores bacteriennes. Souvent, le terme « desinfection » fait specifiquement reference a l'usage de certains produits chimiques (desinfectants) pour le traitement de surfaces ou d'objets inertes, mais on l'emploie aussi dans le sens d'antisepsie. Bien que la desinfection chimique soit tres repandue, les methodes physiques conviennent mieux dans certains cas.
La desinfection par les produits chimiques
Les desinfectants d'usage general devraient idealement etre capables de tuer une grande variete de bacteries pathogenes communes ou potentielles. Cependant, un desinfectant donne est souvent plus efficace contre certains organismes que contre d'autres, et son activite peut etre grandement affectee par des facteurs comme la dilution, la temperature, le pH ou la presence de matiere organique ou de detergent. Pour etre efficace, un desinfectant doit etre applique dans des conditions appropriees, a une concentration convenable, pendant un temps adequat. Certains desinfectants (par exemple, les hypochlorites) ont tendance a etre instables et d'autres doivent etre solubilises pour agir. A de faibles concentrations, certains desinfectants non seulement perdent leur efficacite, mais peuvent etre metabolises par certaines bacteries -ainsi, des especes de Pseudomonas peuvent croître dans des solutions diluees de phenol.
Les desinfectants qui tuent les bacteries sont dits bactericides. D'autres arretent simplement la croissance bacterienne et quand un tel desinfectant est inactive - par dilution ou par neutralisation chimique - il arrive que les bacteries soient capables de recommencer a croître. Ces desinfectants sont dits bacteriostatiques. La dilution peut rendre bacteriostatique un desinfectant bactericide.

Parmi les nombreux desinfectants en usage, nous ne citerons ici que quelques-uns des plus communs.
Le phenol et ses derives (par exemple, les cresols et les xylenols) peuvent etre bactericides aux concentrations adequates. Ils semblent agir principalement en affectant la permeabilite de la membrane cytoplasmique. Le lysol est un melange de methylphenols solubilises par du savon; a 0,5 %, il tue, en 15 minutes, de nombreux organismes pathogenes non-sporulants, mais les endospores peuvent survivre dans le lysol a 2 %, pendant des jours.
Le chlore est largement utilise pour la desinfection des eaux de distribution et des eaux des piscines. Il s'agit (directement ou via l'acide hypochloreux) d'un desinfectant efficace, bien que son activite diminue en presence de matiere organique et d'autres substances avec lesquelles il peut reagir.
Les hypochlorites sont tres efficaces contre une large gamme de bacteries (y compris les endospores), la forme non dissociee HOCl etant fortement bactericide. Les desinfectants commerciaux a base d'hypochlorite sont communement stabilises par de l'hydroxyde de sodium.
La desinfection par les agents physiques
Les rayons ultraviolets peuvent endommager l'ADN et, dans des conditions appropriees, etre letaux pour les bacteries. Ils ont peu de force de penetration (etant facilement absorbes par les solides), mais on utilise des lampes a ultraviolets (longueur d'onde de 254 nm environ) pour desinfecter l'air et les surfaces exposees dans des enceintes closes.
La desinfection par pasteurisation

La pasteurisation est une forme de traitement par la chaleur, en usage pour le lait, le vinaigre et d’autres aliments. Son but est de tuer les agents pathogenes et les organismes responsables de deteriorations. Le lait est chauffe a une temperature de 72( C , pendant  45 secondes, ou a 85( C, pendant 15 secondes. La pasteurisation tue les agents responsables de nombreuses maladies vehiculees par le lait (comme la salmonellose et la tuberculose) ainsi qu’une grande partie de la microflore naturelle. Elle inactive aussi certaines enzymes bacteriennes (comme les lipases) qui, autrement, gateraient le lait. Les produits pasteurises sont gardes au froid. 

L’ANTISEPSIE
   On appelle antisepsie, la desinfection des tissus vivants. Elle peut etre appliquee de facon prophylactique (c'est-a-dire pour prevenir l'infection) ou therapeutique (c'est-a-dire pour traiter l'infection). D'une maniere generale, les commentaires sur les desinfectants s'appliquent aussi aux produits chimiques utilises pour l'antisepsie (les antiseptiques).
Le Dettol est un antiseptique phenolique d'usage general quand on l'emploie sous forme diluee, mais sous forme plus concentree, il peut servir de desinfectant domestique. Il est base sur les chloroxylenols.
On a employe l'hexachlorophene dans des savons antiseptiques. C'est un diphenol (c'est-a-dire une molecule qui contient deux groupements phenoliques) beaucoup plus efficace contre les bacteries Gram-positives que contre les Gram-negatives.
Un melange ethanol:eau, dans les proportions 70:30, peut servir d'antiseptique general pour la peau.

Les savons ont generalement peu ou pas d'activite antibacterienne, a moins qu'ils ne contiennent des antiseptiques. Le savon peut cependant aider a eliminer de la peau, les bacteries qui s'y trouvent - en meme temps que la crasse et la graisse.
Les composes d'ammonium quaternaire comprennent le bromure de cetyl-trimethylammonium (Cetrimide, Cetavlon, etc.) qu'on introduit dans les cremes antiseptiques.
Quant a l’iode (en solution alcoolique ou aqueuse), c'est un puissant antiseptique bactericide et sporicide.

Une forte activite antibacterienne manifestent les colorants (acridine, bleu de methylene, cristal violet, violet de gentiane, vert de malachite, fuchsine) et les oxydants (eau oxygenee, permanganate de potassium). 
La chlorhexidine est un diguanide utilise en solution alcoolique pour desinfecter la peau. Ce n'est pas un sporicide, mais un bacteriostatique ou un bactericide, selon la concentration. La chlorhexidine agirait en endommageant la membrane cellulaire et/ou en inhibant les ATPases. Elle est inactivee par les savons, les detergents anioniques et l'acidite. On l'utilise contre les Staphylococcus aureus resistants a la methicilline, bien que certaines de ces souches y resistent, grâce a un plasmide.

En conclusion: dans la pratique, on est amene a separer:

-  les desinfectants, utilises sur les surfaces ou pour les milieux inertes;

- les antiseptiques, substances a l’usage externe, utilises pour les soins donnes a des etres vivants car bien toleres par les tissus.

Dans les deux cas, l’action recherchee est une forte diminution en nombre des microorganismes presents a la surface d’un milieu vivant ou inerte.

    LES COMMUNAUTES MICROBIENNES. L’ANTAGONISME MICROBIEN. LES ANTIBIOTIQUES

Les communautes microbiennes. Les relations entre les microorganismes dans les communautes.

La plupart des bacteries menent une vie independente, pourtant elles font partie de la biosphere, et, dans la nature, elles peuvent rarement se developper sans affecter – ou sans etre affectees - par d’autres organismes. Les bacteries vivent normalement au sein des associations qui peuvent comprendre des champignons, des algues, des protozoires et d’autres organismes. On peut trouver de telles associations dans une grande variete d’habitats naturels: dans l’eau, dans le sol, a la surface des plantes, sur et dans le corp de l’Homme.


BIOTOPE – c’est un espace a des conditions de vie particulieres (la conjonctive, la muqueuse intestinale, oropharyngee, vaginale, la peau, etc.), peuple et transforme par un ensemble d’etres vivants.


COMMUNAUTES MICROBIENNES – ce sont des associations microbiennes qui habitent un meme biotope.


Les microorganismes normalement presents dans un habitat particulier constituent ce qu’on appelle la MICROFLORE de cet habitat (microflore cutanee, de l’oropharynx, de l’intestin, du vagin, etc.)


Les microorganismes qui colonisent un biotope donne peuvent s’affecter mutuellement de diverses facons. On distingue 3 types de relations entre les microorganismes d’une communaute:

I. INDIFFERENTES

· Neutralisme (aucune espece n’affecte l’autre)

II. FAVORABLES (bénéfiques)

· Commensalisme (satellitisme) - l’une des especes beneficie de la relation sans que l’autre soit affectee.

· Symbiose (mutualisme) - les deux especes beneficient de la relation qui est indispensable (un mi/o producteur d’acide peut contribuer a creer des conditions favorables pour un autre dont la croissance depend d’un pH bas)

· Synergie - deux especes, agissant simultanement produisent un effet qui est superieur a la somme des effets de chacun d’entre elles (bacteries aerobies + anaerobies = gangrene gaseuse)

III. DEFAVORABLES (négatives)

· Parasitisme - l’une des deux especes se developpe au depens de l’autre (bacterie-virus)

· Antagonisme – une espece inhibe ou tue une autre espece a des mecanismes specifiques ou non-specifiques.

 ANTAGONISME MICROBIEN
Lors d’un antagonisme non-specifique les mi/o entrent en competition pour une nourriture, pour l’oxygene ou pour l’espace, et ceux d’entre eux qui ne peuvent pas le faire vont disparaitre. Dans certains cas l’antagoniste peut decourager activement quelques-uns au moins de ses competiteurs 

(concurents), en produisant des substances qui leur sont toxiques (acides, bases, etc).


Lors d’un antagonisme specifique l’antagoniste produit un antibiotique ou des bacteriocines, substances qui auront une action specifique sur une ou plusieurs especes.


L’effet d’action d’un antagoniste sur les competiteurs peut etre bacteriostatique, bactericide, parfois bacteriolytique.


Le phenomene d’antagonisme est largement utilise pour obtenir de nouveaux producents d’antibiotiques ou des produits biologiques d’origine bacterienne (des eubiotiques: Lactobacterine, Colibacterine, Bifidobacterine, etc).


Classiquement il existe 3 methodes d’etude de l’antagonisme:

1 – sur milieu solide

2 – dans un milieu semi-solide

3 – dans un milieu liquide   

ANTIBIOTIQUES



Les AB sont des substances d’origine naturelle (microbienne, animale ou vegetale) ou des substances synthetiques ou semi-synthetiques qui inhibent ou tuent certains mi/o ou cellules tumorales.


A chaque AB on associe une liste d’especes bacteriennes qui constitue le “spectre d’activite” de la molecule. Certains AB agissent sur un groupe donne de mi/o: ce sont les AB a restreint (etroit) spectre d’activite. (AB actives sur les mi/o Gram +, AB actives sur les mi/o Gram-, AB antituberculeux, AB antifongiques, AB antitumoraux, etc.)


D’autres AB sont actifs contre un large spectre de mi/o, incluant aussi bien les bacterie Gram+ que celles Gram-.

CLASSIFICATION DES ANTIBIOTIQUES SELON LEUR ORIGINE

I. D’ORIGINE FONGIQUE  (pénicillines, céphalosporines, etc.)

II. D’ORIGINE ACTINOMYCETIQUE (aminoglycosides, macrolides, phénicols, etc)

III. D’ORIGINE MICROBIENNE  (bacitracine (Bacillus subtilis), gramicidine (Bacillus brevis), polymyxine (Bacillus polymyxa))

IV. D’ORIGINE VEGETALE – phytoncides (alycine, rafanine, imanine)

V. D’ORIGINE  ANIMALE  (lysozyme- du blanc d’oeuf, écmoline- des os de poisson, érythrine - des hematies, monocytine- des monocytes, splénocytine- de la rate)

MECANISMES D’ACTION DES ANTIBIOTIQUES

Les AB agissent en un site bien precis de la cellule. Selon leur mecanisme d’action on distingue 4 groupes d’AB:
I. AB AGISSANT SUR LA SYNTHESE DE LA PAROI CELLULAIRE (du peptidoglycane)

· ß-lactamines (les pénicillines, les céphalosporines, les carbapénèmes, les clavames)

· vancomycine

· bacitracine

· fosfomycine

Les beta-lactamines inhibent l’etape finale de synthese de la paroi cellulaire. Elles se fixent sur des proteines membranaires (PFP - Proteines Fixatrices de Penicilline) qui sont des enzymes qui catalysent les liaisons entre chaines peptidiques du peptidoglycane (reaction de transpeptidation) et donc inhibent la synthese du sacculus de peptidoglycane. Cette inhibition s’accompagne d’une lyse des cellules qui resulte apparement d’un clivage enzymatique du peptidoglycane. L’enveloppe cellulaire contient normalement des enzymes hydrolytiques (autolysines) et synthetiques qui assurent conjointement la croissance du sacculus. L’inhibition selective des enzymes synthetiques (PFP) peut expliquer le clivage du peptidoglycane, suivi de la lyse osmotique de la bacterie.  Les penicillines originelles (comme la benzylpenicilline, penicilline G) n’ont que peu d’effet sur les bacteries Gram-negatives, parce qu’elles traversent difficilement la membrane externe. Certaines penicillines semi-synthetiques (comme l’ampicilline, l’amoxycilline) sont assez efficaces contre les bacteries Gram-negatives. 

La vancomycine inhibe la synthese du peptidoglycane a un stade precoce. Elle bloque le transfert du bactoprenol-disaccharide-pentapeptide de la membrane cytoplasmique vers l’exterieur, en se fixant a sa portion pentapeptidique. C’est un glycopeptide complexe qui est bactericide pour beaucoup de bacteries Gram-positives, mais ne peut penetrer dans la plupart des cellules Gram-negatives. La teichoplanine est structurellement et fonctionnellement similaire a la vancomycine.

La fosfomycine inhibe une des phases de la synthese de la paroi en bloquant une pyruvyl-transferase.

La bacitracine bloque le recyclage du bactoprenol. 

L’effet de ces AB est bactericide, seules les cellules en croissance sont tuees.

II. AB  AGISSANT SUR LA MEMBRANE EXTERNE ET LA MCP

· Les AB  polypeptidiques (polymyxine, colistine). Se fixent sur les phospholipides de la membrane externe (ce qui explique leur action sur les bacteries Gram-, les Gram+ etant resistantes). Celle-ci se deforme et devient permeable. L’effet est bactericide.  L’action sur la MCP existe, mais elle est retardee et n’est pas essentielle. 

· Les AB  polyéniques (nystatine, lévorine, amphothéricine B). Se fixent sur les sterols de la MCP des mycetes, en perturbant la respiration et la production de l’energie. La membrane cytoplasmique se trouve desorganisee et il en resulte une fuite des constituants cytoplasmiques qui entraine la mort cellulaire.    

L’effet d’action de ces AB est bactericide. Cette action s’effectue aussi bien sur des bacteries metaboliquement actives que sur cellules au repos.

III. AB  AGISSANT SUR LES RIBOSOMES

· Aminoglycosides (streptomycine, gentamycine, kanamycine, etc)

· Tétracyclines

· Phénicols (chloramphénicol)

· Macrolides (érythromycine)

· Lincosamides (lincomycine)

Apres avoir depasse l’enveloppe cellulaire ils se fixent a une ou deux sous-unites (30S, 50S) du ribosome et perturbe la synthese proteique par divers mecanismes (inhibition de la transpeptidation, inhibition de la translocation du peptide, etc.). Il en resulte l’inhibition de la synthese des proteines ou la synthese des proteines non-fonctionnelles. D’habitude l’effet est bacteriostatique, sauf la streptomycine qui est bactericide.

IV. AB  AGISSANT  SUR  L’APPAREIL NUCLEAIRE (inhibition de la synthèse des AN)

· Sulfamides. Interferent avec la synthese de l’acide folique et des folates qui sont des cofacteurs de la synthese des acides nucleiques. Une molecule de sulfamide ressemble par sa forme a un composant normal de l’acide folique: l’acide para-aminobenzoique – ce qui conduit a la formation d’un analogue inactif de l’acide folique. L’action est purement bacteriostatique.

· Rifamycines. Inhibent l’ ARN-polymerase, arretant ainsi la synthese du brin “avance” dans la replication de l’ ADN et celle d’ARN messagers dans la synthese des proteines.  

· Novobiocine. Bloque la synthese de l’ADN en inhibant les activites de superenroulement de la gyrase.

· Quinolones (l’acide nalidixique, ciprofloxacine, ofloxacine). Agissent sur les enzymes reglant la conformation de l’ADN, les topo-isomerases. L’arret de l’activite de ces enzymes bloque tout changement de la conformation de l’ADN et toute synthese d’ADN. L’effet est bactericide.

Production des antibiotiques


Il existe actuellement 3 methodes de synthese des antibiotiques:

1. Methode biologique 

2. Methode semi-synthetique

3. Methode synthetique

Les etapes de la methode biologique sont les suivantes:

I. Cultivation des souches-productrices (Penicillium notatum – penicilline, Actinomyces griseus – streptomycine, etc.) dans un milieu liquide adequat.

II. Extraction de l’AB par diverses methodes

III. Purification et concentration de l’AB

IV. Controle de la toxicite

V. Determination de l’activite de l’AB

L’activite des AB se mesure en unites de poids (g, μg) ou en unites d’action (UA). On appelle une unite d’action la cantite minimale d’un AB qui inhibe la croissance d’une souche-modele dans des conditions standardes.

1 UA de la penicilline correspond a 0,6 μg de substance pure. Pour les autres AB 1 UA = 1 μg.

Exigeances envers les AB (les qualites d’un AB ideal)

1. Toxicite selective (l’AB doit attaquer une bacterie sans nuire a l’organisme hote)

2. Effet therapeutique en doses minimales

3. Activite prolongee dans l’organisme 

4. Etroit spectre d’activite

5. L’organisme ne doit pas developper de la resistance a l’AB

6. Ne pas manifester des effets secondaires

7. Cout moins cher

LA NOTION DE SENSIBILITE


Un traitement conduit a deux resultats eventuels: succes ou echec therapeutique. En fonction des seuls resultats cliniques, les bacteries se repartisent dans 3 classes: la classe des bacteries ayant repondu au traitement (Sensibles), celle des bacteries ayant echape au traitement (Resistantes) et de sensibilite intermediaire .

LES CATEGORIES THERAPEUTIQUES 

1. Les souches S (sensibles) sont celles pour lesquelles la probabilite de succes therapeutique est acceptable, on doit s’attendre a un effet therapeutique dans le cas d’un traitement a dose habituelle par voie generale.

2. Les souches R (resistantes) sont celles pour lesquelles il existe une forte probabilite d’echec therapeutique. On ne peut s’attendre a un effet therapeutique quel que soit le type de traitement.

3. Les souches I (intermediaires) sont celles pour lesquelles le succes therapeutique est imprevisible. Dans ce cas on peut esperer un effet therapeutique dans certaines conditions (fortes concentrations locales ou posologie accrue).


En raison des phenomenes de resistance acquise le choix d’un traitement antibiotique ne peut etre fait en se basant seulement sur le spectre d’activite de ces produits. L’aide du laboratoire est necessaire pour guider ou rectifier la prescription dans tres nombreux cas. 

Si la souche responsable a ete isolee, le laboratoire pourra mettre en oeuvre l’etude de la sensibilite bacterienne aux antibiotiques.

LES TESTS DE SENSIBILITE AUX AB in vitro


On peut effectuer des tests pour determiner la sensibilite d’un agent pathogene a une serie d’AB. Le profil des sensibilites d’une souche donne s’appelle un antibiogramme. Les resultats de tels tests peuvent permettre au clinicien de classer les souches en categories therapeutiques et de choisir le ou les AB les plus actifs pour la chimiotherapie. Les profils de sensibilite a divers AB peuvent aussi etre utiles pour identifier l’agent pathogene. 

En pratique, la sensibilite d’une bacterie aux divers AB peut etre determinee par:

· Le test de dilution, qui permet la determination de la capacite du microorganisme a croitre en presence d’une serie de concentrations de l’AB etudie (en milieu solide ou liquide). Dans une serie de tubes, des concentrations croissantes d’un AB (0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 UA/ml) sont realisees. Chaque tube (a l’exception du premier qui servira de temoin) est ensemence avec une souche microbienne diluee, a raison de 105 germes/ml puis place a incuber a 37(C. Les tubes sont observes macroscopiquement apres 24 heures d’incubation. Dans un certain nombre de tubes, la culture s’est developpee; un trouble nettement visible en est la traduction. A partir d’une certaine concentration, il n’y a plus de culture visible. La concentration d’ AB la plus faible qui empeche la croissance visible apres incubation de 18 (24) heures a 37( C est la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de cet AB pour la souche testee. La CMI mesure l’effet bacteriostatique d’un AB. Les differentes souches d’un meme organisme peuvent avoir des CMI differentes pour chaque AB particulier.

Par symetrie avec la CMI on definit une Concentration Minimale Bactericide (CMB) – c’est la plus faible concentration d’AB qui tue 99,9 % de l’inoculum de 105 bacteries/ml  apres une incubation de 18 (24) heures a 37( C. 
Pour determiner la CMB on repique les tubes sans culture visible afin de compter le nombre de bacteries survivantes. Le troisieme jour, on compare le nombre de bacteries survivantes en presence des AB au nombre initial des bacteries (105 germes/ml). Les resultats sont exprimes en pourcentage de survivants. Une activite bactericide satisfaisante est celle qui laisse moins de 0,1 % de survivants. 

Pour etablir lesquelles de ces souches doivent etre considerees commes “resistantes” et lesquelles “sensibles”, on doit connaitre les concentrations therapeutiques - CT (taux d’AB present dans le foyer infectieux) de chacun des AB testes. Les concentrations in situ, dans des humeurs ou des tissus, attendues au cours d’un traitement sont differentes et variables dans le temps. Quand meme, on peut affirmer que l’effet inhibiteur mesure in vitro est suffisant pour etre retrouve in vivo dans des conditions ou l’organisme se defend contre les bacteries (sujet non immunodeprime). La correspondance entre l’ensemble des succes et celui des bacteries sensibles in vitro, et entre l’ensemble des echecs et celui des bacteries resistantes in vitro, n’est pas complete. En pratique, le clinicien attend des resultats indiquant les chances de succes ou d’echec therapeutique. La reponse donne sur des bases biologiques ne peut etre qu’une estimation de la probabilite d’appartenance a l’une ou l’autre classe.

Relation des categories S / I / R avec la CMI

Les souches Sensibles sont celles pour lesquelles la CMI est nettement inferieure aux concentrations humorales obtenues avec un traitement a doses usuelles (le rapport CMI / CT < 1, par ex. 2/8), on doit s’attendre a un effet therapeutique.


Les souches Resistantes sont celles pour lesquelles la CMI est trop elevee pour etre atteinte in vivo (le rapport CMI / CT > 1 (8/2); l’effet therapeutique est impossible, quel que soit le mode de traitement.

Les souches classees dans la categorie Intermediaire forment un ensemble heterogene pour lequel le rapport CMI / CT = 1 ; l’effet therapeutique est imprevisible. La bacterie ne pourra pas etre atteinte si l’AB est administre a doses usuelles; mais elle pourra l’etre par un traitement par voie generale a hautes doses s’il est possible (risques toxiques), ou par voie locale, ou encore si l’infection siege en des organes ou l’AB peut etre physiologiquement concentre (organes d’excretion).

Cet antibiogramme precis est generalement reserve au traitement des infections severes (septicemies, endocardites, meningites).

· La methode des disques (diffusion) est un type de test tres utilise. Une boite de milieu gelose adequat est ensemencee par inondation avec une culture pure de mi/o patogene. L’inoculum est etale sur toute la surface du milieu de maniere a ce qu’un gazon se developpe lors de l’incubation. Avant de mettre a incuber, on depose sur le milieu ensemence, en differents endroits de la boite, plusieurs petits disques de papier absorbant, impregnes chacun d’un AB different. Pendant l’incubation, l’AB diffuse a partir de chaque disque et determine dans la gelose des concentrations decroissantes proportionnellement a la distance du disque. Si le mi/o est sensible a un AB donne, une zone d’inhibition de la croissance apparait autour du disque contenant cet AB; la culture s’arrete en effet, lorsqu’elle rencontre dans la gelose une concentration egale a CMI. La lecture peut etre directe. Le diametre d’inhibition mesure est compare aux diametres critiques (standards) pour chaque AB. En dessous d’un diametre donne, la souche est classee resistante; au dessus du diametre standard la bacterie est classe sensible. Actuellement la mesure du diametre des zones d’inhibition permet de mesurer la CMI de chaque AB, grace a des abaques donnant la relation diametre-CMI (courbes de concordance) prealablement etablies. 

Ce test de diffusion ne convient pas pour les bacteries a croissance lente (comme Mycobacterium tuberculosis), parce que l’antibiotique a trop diffuse avant que la croissance ne soit visible. Ce test n’est applicable qu’aux bacteries qui donnent une croissance visible apres une incubation d’une nuit. Toute la procedure doit etre standardisee (type de milieu, densite de l’inoculum, conditions d’incubation, etc.).


Certains tests utilisent des comprimes ou des bandelettes de papier ou de plastique contenant l’AB.

Etude de la bacteriostase et de la bactericidie

Selon leur concentration, les AB peuvent agir selon deux modalites differentes qui correspondent a des degres dans l’intensite de leur action: la bacteriostase et la bactericidie.

Mise en evidence

Reprenons la serie de tubes de l’experience precedente (methode de dilution), mais au lieu de limiter l’observation a la 24e heure, observons la cinetique de la croissance en denombrant toutes les heures, par isolement sur gelose, les germes presents dans chaque tube.

Dans le tube temoin ne contenant pas d’AB, la courbe de croissance observee est celle d’une culture microbienne normale avec une phase de latence, une phase de croissance exponentielle et un arret de la croissance. Dans les tubes avec AB, l’effet observe varie avec la concentration. Aux faibles concentrations, l’action de l’AB parait nulle (concentrations subinhibitrices). A mesure que la concentration en AB augmente, on observe un allongement de la phase de latence et un ralentissement de la croissance bacterienne; a tout moment, le nombre de bacteries retrouvees est superieur au nombre de bacteries ensemencees. Pour une certaine concentration, le nombre de bacteries reste identique a celui de l’inoculum. Dans ces tubes, les concentrations d’AB presentes sont dites concentrations bacteriostatiques.
Sont bacteriostatiques les antibiotiques pour lesquels la CMB est superieure a la CMI et pour lesquels le rapport CMB/CMI est superieur a 2. Les tetracyclines, le chloramphenicol et les macrolides sont des AB bacteriostatiques.

Dans les tubes contenant les concentrations les plus elevees d’AB aucune croissance n’est observee. Au contraire, le nombre de bacteries decroit (mort acceleree des bacteries) en fonction de la concentration d’AB et de la duree d’incubation, pouvant aller jusqu’a une sterilisation complete. Ces tubes correspondent aux concentrations bactericides.

Sont bactericides les AB dont la CMB est identique ou proche de la CMI, c’est-a-dire qui ont un rapport CMB/CMI inferieur a 2. Les AB bactericides ont des CMB compatibles avec les taux seriques (CT) qu’il est possible d’obtenir dans l’organisme. Les beta-lactamines (penicillines et cephalosporines), les aminosides et les quinolones sont habituellement bactericides.

Interet pratique

En clinique, cette difference d’intensite d’action a, dans certains cas, une tres grande importance. Le plus souvent, l’effet bacteriostatique suffit, specialement dans les infections aigues; en limitant la proliferation microbienne, l’AB aide les moyens de defense naturels de l’organisme a circonscrire le foyer infectieux et a detruire les bacteries infectantes. Par contre, pour traiter les infections graves comme les septicemies, les endocardites, mais aussi certaines infections chroniques ou survenant sur des terrains fragilises (sujets immunodeprimes), il est indispensable d’utiliser une antibiotherapie bactericide. Cependant il est utile de verifier par des examens de laboratoire l’activite bactericide des AB sur la souche bacterienne responsable.


Certaines bacteries pathogenes peuvent survivre, et parfois grandir, a l’interieur des phagocytes. Pour cette raison, il est utile de savoir si les AB administres aux patients, peuvent a) penetrer dans les phagocytes et b) y agir contre les bacteries. Une forte activite a l’interieur du phagocyte manifestent les fluoroquinolones (ciprofloxacine), le rifampicine. L’activite des aminoglycosides, ainsi que des beta-lactamines est faible, dans quelques cas nulle, apparement a cause d’une mauvaise penetration dans le phagocyte.

Methodes bacteriologiques de surveillance d’un traitement antibiotique  

Pour qu’un traitement antibiotique soit actif, il faut que l’AB administre a doses efficaces, parvienne au niveau de foyer infectieux a une concentration suffisante, c’est-a-dire, theoriquement, au moins egale a la CMI du germe responsable sensible. Il est possible, par des tests in vitro, de verifier l’efficacite d’une antibiotherapie sur la bacterie responsable. Deux methodes sont realisables pour verifier si le traitement instaure est satisfaisant.

1. La determination des concentrations humorales ou tissulaires d’AB

Le dosage des AB dans les humeurs de l’organisme est indique:

- Lorsqu’on utilise un AB toxique

- Si les malades ont des deficiences metaboliques ou excretoires.

Ces dosages sont faciles a realiser dans le serum, le liquide cephalo-rachidien (LCR) ou les urines; on peut alors comparer les concentrations obtenues a la CMI du germe causal et verifier l’efficacite du traitement ou eventuellement ajuster la posologie.

Pour des raisons evidentes, il n’est generalement pas possible de mesurer la concentration d’AB dans les foyers infectieux profonds (tissus pulmonaires, osseux…) en cours de traitement, a moins qu’une intervention chirurgicale soit necessaire. On doit alors juger son efficacite en fonction des donnees pharmacocinetiques que l’on possede sur la diffusion des AB dans les tissus ou les secretions. Le rapport concentrations tissulaires/concentrations seriques a ete etabli pour plusieurs AB. On peut ainsi, en determinant la concentration serique en cours de traitement apprecier le taux tissulaire d'AB present au site de l'infection et juger s'il est suffisant pour atteindre la bacterie responsable.

Les dosages seriques constituent egalement la seule methode de surveillance permettant d’adapter la posologie d’AB possedant une toxicite renale ou cochleovestibulaire (aminosides, par ex.). Ils evitent le depassement du seuil des concentrations toxiques et, chez l’insuffisant renal (ou hepatique), facilitent le calcul des doses a administrer et leur espacement eventuel.

2. L’etude du pouvoir inhibiteur des liquides biologiques 

Cette etude ne se pratique que pour des infections graves qui ne reagissent pas rapidement au traitement. Elle permet d’eliminer une insuffisance du traitement antibiotique comme cause d’un echec therapeutique. 

Sa realisation n’est possible que si la bacterie responsable a ete isolee. Cette recherche peut etre effectuee sur le serum (septicemie, endocardite), le LCR (meningite) ou les urines (infection urinaire). Elle permet de verifier l’activite antibiotique de ces humeurs sur la souche bacterienne responsable de l’infection. 

Les liquides biologiques seront preleves en fonction du schema therapeutique: 0,5 heure apres injection intraveineuse, 1 heure apres injection intramusculaire et 2 heures apres prise orale. On realise dans une serie de tubes des dilutions croissantes (1/2; 1/4; 1/8; 1/16…) du liquide a etudier. On repartit dans ces tubes un meme inoculum bacterien constitue de la bacterie isolee du malade. Apres 24 heures d’incubation a 37( C, on effectue la lecture de la bacteriostase. Elle est exprimee par la plus grande dilution inhibitrice de la croissance bacterienne. On denombre ensuite les survivants dans tous les tubes presentant une activite bacteriostatique afin d’apprecier l’effet bactericide.

On considere habituellement qu’une activite bacteriostatique du serum superieure ou egale a 1/8 est capable d’assurer la guerison de l’infection. On pense generalement qu’une activite bactericide du serum superieure ou egale a 1/4 est efficace dans le traitement des septicemies, endocardites, infections urinaires hautes.

Les effets negatifs de l’antibiotherapie:

1. Effet toxique sur l’organisme humain (p.ex. la streptomycine agit sur la VIII-eme paire crainienne, provoquant une sourdite irreversible, le chloramphenicol est toxique pour la moelle osseuse et il affecte les ribosomes mitochondriaux dans les cellules de mammiferes, etc.)

2. Effet terratogene

3. Reactions allergiques

4. Selection des souches resistantes

5. Dysbiose

6. Troubles de l’immunogenese

Les bacteriocines sont des substances bactericides produites par de nombreuses especes de bacteries et actives sur d’autres souches de la meme espece bacterienne ou d’especes voisines de la souche productrice. La production de bacteriocine par une souche est gouvernee par un plasmide. Une souche produisant une bacteriocine est resistante a la bacteriocine qu’elle produit. L’etude de la sensibilite d’une souche a d’autres bacteriocines permet un marquage utilisable a des fins epidemiologiques. La determination du bacteriocinotype n’est realisee que par des laboratoires tres specialises. 

Types de bacteriocines: colicines (secretees par E. coli), corynecines (Corynebacterium), vibriocines (Vibrio), pyocines (Pseudomonas aeruginosa), etc.  

LA RESISTANCE BACTERIENNE AUX ANTIBIOTIQUES

De tres nombreuses souches bacteriennes ne sont pas en pratique aussi sensibles aux AB que le spectre theorique d’activite de chacun de ces produits pourrait le laisser croire. En effet, depuis l’introduction successive en therapeutique des differents AB, la sensibilite des bacteries a beaucoup evolue de sorte que la proportion de souches resistantes dans de nombreuses especes, est actuellement importante.

Plusieurs facteurs sont responsable de cette evolution:

· des facteurs propres aux bacteries, facteurs genetiques, expliquant l’apparition des bacteries resistantes a un ou plusieurs AB;

· des facteurs favorisant la selection et la diffusion des souches bacteriennes resistantes. Ils tiennent essentiellement a nos habitudes therapeutiques et a un mauvais usage de l’AB.

On distingue 2 types de resistance:

1. Naturelle, qui exprime un caractere inne, constant pour une espece donnee. Dans certains cas la bacterie resiste a l’action d’un AB parce qu’elle est depourvue de la structure qui constitue la cible de l’AB. Ainsi, les especes de Mycoplasma qui n’ont pas de paroi cellulaire ne seront pas sensibles aux penicillines, dont la cible (le peptidoglycane) est un composant de la paroi cellulaire. Il se peut que certaines bacteries n’effectuent pas le processus inhibe par l’AB: les sulfamides n’affecteront pas les bacteries qui tirent normalement leur acide folique, tout fait, du milieu environnant. La resistance peut aussi etre due a ce que la cellule empeche l’AB d’atteindre sa cible: les Mycobacteries sont resistantes aux AB qui ne peuvent pas penetrer la paroi cellulaire de ces bacteries; 

2. Acquise, qui affecte les bacteries ou les souches d’une espece sensible. Depend de la pression de selection exercee par les AB utilises en therapeutique.

Les bacteries peuvent devenir resistantes a l’action des AB par 4 mecanismes principaux:

1. Diminution de la permeabilite membranaire

2. Alteration de la cible moleculaire

3. Excretion accrue de l’AB qui entraine une concentration insuffisante au niveau de la cible

4. Inactivation enzymatique de l’AB, qui peut etre hydrolyse (penicillinase, cephalosporinase) ou modifie dans sa structure chimique (acetylase, adenylase, phosphorylase) etc. 

La resistance acquise peut avoir une manifestation phenotypique (les bacteries “dormantes”, les formes “L” de bacteries) ou genetique (chromosomique, plasmidique). 

· La resistance chromosomique se produit par mutations. En presence d’un AB, les rares individus (1 pour 106  a 108 bacteries) qui ont subi au hasard une mutation interessant le mecanisme d’action de cet AB seront seuls aptes a se multiplier. L’AB agit comme agent selecteur des mutants resistants qui preexistent dans la population sensible.

     La resistance acquise par mutation est liee essentiellement a 2 mecanismes: diminution de la permeabilite et alteration des cibles moleculaires. En pratique, la resistance chromosomique est responsable d’environ 10 % des resistances acquises rencontrees en clinique.

· La resistance plasmidique (extra-chromosomique) se realise par transfert des genes entre bacteries par l’intermediaire d’un plasmide R. Chaque plasmide peut coder pour la resistance a une ou simultanement a plusieurs antibiotiques, d’ou le nom de resistance multiple. Cette resistance plasmidique est dite epidemique. Les plasmides peuvent, chez les bacteries Gram negatives, se transmettre par conjugaison, entre souches appartenant a une meme espece ou a des especes differentes.

1.          Mecanismes de la resistance plasmidique:

2. Inactivation enzymatique (β-lactamines, aminosides, phenicols, macrolides). Les beta-lactamases sont des enzymes qui inactivent les beta-lactamines en ouvrant le cycle beta-lactamine par rupture de la liaison amide. Elles transforment les penicillines en acide penicillinoique et les cephalosporines en acide cephalosporoique; ces acides sont inactifs. La chloramphenicol acetyl transferase inactive le chloramphenicol.

3. La modification enzymatique de la cible (macrolides)

4. Substitution/surproduction de la cible (sulfamides)

5. Excretion accrue de l’AB (tetracycline)

Une souche pour laquelle la CMI est basse et dont la CMB est au moins 32 fois plus elevee est definie comme tolerante a un AB bactericide. Ce type de resistance a ete decrit chez Staphylococcus aureus pour la penicilline G, mais est observe avec d’autres AB et dans d’autres genres bacteriens.

La prevention de la resistance:

1. Une sourveillance epidemiologique des souches resistantes;

2. Une politique stricte de prescription des AB, en evitant l’emploi abusif des AB;

3. Il faut respecter les doses therapeutiques correctes et le temps necessaire;

4. L’utilisation simultaine de 2 AB a des mecanismes differents;

5. Prescription des AB qui ne sont pas sensibles aux beta-lactamases, en utilisant les inhibiteurs de beta-lactamases. Trois beta-lactamines, l’acide clavulanique, le sulbactam et le tazobactam sont capable d’inhiber les beta-lactamases. Ayant une tres faible activite antibiotique, ces inhibiteurs doivent etre associes a d’autres beta-lactamines. L’augmentin, par exemple, est un melange d’amoxycilline et d’acide clavulanique. L’interet de ces associations est d’etre actives sur des populations bacteriennes produisant des beta-lactamases naturelles ou ayant acquis des beta-lactamases plasmidiques;

6. Production de nouveaux antibiotiques.
GENETIQUE BACTERIENNE

Le genotype d’un organisme est l’information stockee dans son materiel genetique: la sequence des bases (nucleotides) dans son ADN. Cette sequence dicte quelles proteines ou molecules d’ADN peuvent etre produites par l’organisme, comment les genes peuvent etre regules et la fonction de la proteine une fois synthetisee. Pas toutes les proteines ne sont synthetisees en meme temps et le genotype complet d’un organisme ne peut etre decouvert, a moins que le genome ne soit sequence. Ce qui est observable et mesurable constitue le phenotype de l’organisme, c’est-a-dire les manifestations du genotype par des caracteristiques comme la capacite a produire une capsule ou la resistance a un antibiotique. Des alterations du genotype peuvent donc retentir sur le phenotype. 

Bien que dans la nature, il peut y avoir un nombre important d’individus d’une espece ayant des phenotypes legerement differents, les microbiologistes, en particulier les geneticiens microbiens, essaient de travailler avec des organismes genetiquement identiques. Par consequent, en laboratoire, on travaille avec des cultures pures ou les microbes descendent d’un seul parent, afin de minimiser toute variabilite genetique. Ce parent peut souvent etre designe comme type sauvage.

Modification (variation) du message

L’ADN peut subir des modifications. Ainsi, au cours de la replication, on croit que toutes les 108-109 bases environ, un nucleotide “errone” est incorpore dans le nouveau brin. Des changement plus importants peuvent etre provoques par des mutagenes physiques et chimiques, par recombinaison, par les elements transposables et par transfert de genes. En outre, le genome cellulaire peut etre complete par des plasmides et par d’autres molecules d’ADN “supplementaire”.

Les mutations

La variation genotypique (ou mutation) est une modification spontanee ou provoquee, transmissible de facon stable dans la descendance et resultant d’une modification du genome bacterien.

Des mutations peuvent se produire spontanement a faible frequence (de 10-6 a 10-12) sans cause externe evidente. Ce sont principalement des erreurs de replication ou de reparation.

L’apparition des mutations est stimulee (provoquee) par les mutagenes. Ceux-ci peuvent etre des agents physiques, comme les rayons ultraviolets et les rayons X, ou des substances chimiques, comme les agents alkylants, le disulfite, l’acide nitreux, etc.

Une cellule qui a subi une mutation s’appelle un mutant. Les mutations sont souvent nocives – et peuvent etre letales si elles affectent une sequence de nucleotides qui code pour une fonction ou un produit letal. Les mutations benefiques incluent, par exemple, celles qui augmentent la resistance de la cellule a des antibiotiques. Ainsi, une mutation peut avoir pour resultat un ribosome modifie de telle sorte que la streptomycine ne s’y fixe plus et, par consequent, n’inhibe plus la synthese proteique.

Une mutation qui rend la cellule mieux adaptee aux conditions de croissance peut permettre a cette cellule de supplanter dans la population les autres individus non-mutants (de type sauvage) et d’y devenir numeriquement dominante. Cette selection naturelle constitue le fondement du concept d’evolution.

Les types de mutations

Les mutations se produisent de differentes facons. Les changement dans la sequence d’ADN vont d’un changement d’une base isolee (perte, acquisition, substition d’un seul nucleotide), apele mutation ponctuelle, a des rearrangement etendus du genome, parfois appeles mutations multisites, qui comprennent des segments courts ou longues d’ADN et peuvent atteindre plusieurs genes.

Transfert de materiel genetique

Si la mutation modifie de facon durable le partimoine genetique des bacteries, son apparition reste accidentelle et sa selection l’exception; en revanche, les autres mecanismes assurant une modification du patrimoine genetique sont tres efficaces et leur transmission se fait a la descendance mais aussi a d’autres bacteries. Ces modifications se realisent par transfert de materiel genetique. Du nouveau ADN peut penetrer dans une bacterie par transformation, conjugaison ou transduction.

La transformation. C’est le transfert d’un fragment d’ADN d’une bacterie donatrice a une bacterie receptrice. Ce phenomene est frequent chez les bacteries Gram positives, mais s’observe aussi chez certaines bacteries Gram negatives. L’ADN d’une bacterie donatrice, libere naturellement lors d’une lyse bacterienne, est transfere sous forme libre à une bacterie receptrice. La bacterie receptrice doit etre dans un etat receptif, dit de competence, caracterise par la presence de recepteurs specifiques de l’ADN a la surface bacterienne. La penetraion de l’ADN de la donatrice s’accompagne d’une hydrolyse de l’un des deux brins de la molecule et l’integration de l’ADN exogene dans le chromosome de la receptrice se fait par recombinaison legitime.

La transformation a ete utilisee dans la cartografie du genome et elle est surtout a la base de certaines methodes d’ingenierie genetique, applicable a de nombreuses especes.

La conjugaison. C’est le mecanisme par lequel le materiel genetique est transfere entre deux bacteries par des plasmides. Les plasmides conjugatifs (F+, fertilite +) ont la capacite de se transferer entre les cellules et, dans certains cas, de transferer des segments d’ADN chromosomique. Les plasmides F et leurs apparentes portent un groupe de genes appele genes tra qui codent pour toutes les proteines requises pour appariement avec une autre bacterie ne contenant pas de plasmide F. L’ADN est ensuite transfere de la cellule F+ au receveur, la cellule F-.

Chez les bacteries Gram positives les cellules receptrices secretent de petites quantites d’une substance (une pheromone) qui provoque chez les cellules donneuses la synthese d’un composant adhesif de la surface cellulaire. L’ADN est transfere entre cellules donneuse et receptrice adherant l’une a l’autre.

Les cellules Gram negatives contenant des plasmides F (F+) produisent des pili speciaux a leur surface, codes par des genes tra. Ce sont des structures filamenteuses proteino-aqueuses qui se lient a la surface des cellules F- pour former une paire. Le pilus F se retracte au contact, mettant les deux cellules tres proches l’une de l’autre. 

Ce contact cellulaire etroit permet ulterieurement le passage de l’ADN de la donatrice vers la receptrice. Une copie simple brin du plasmide F est transferee dans la cellule receveur. Elle est produite par une replication en cercle roulant. La synthese d’un brin complementaire d’ADN se fait dans la cellule receveur. Le plasmide F est transfere de facon a ce que les derniers genes a transferer soient les genes tra. Le plasmide devient circulaire dans le receveur et la paire se separe.

Certains plasmides F en s’integrant dans le chromosome de la bacterie donatrice sont capables de le mobiliser et de permettre son introduction dans une autre bacterie de meme espece. Cet ADN chromosomique peut s’integrer dans le chromosome du receveur par recombinaison homologue. Les souches qui ont un plasmide F integre dans leur chromosome sont appelees souches Hfr (“high-requency recombination), car elles permettent le transfert de genes chromosomiques d’une souche a une autre a haute frequence.    

La transduction. Le transfert d'ADN chromosomique (ou plasmidique) d'une cellule a une autre, via un phage, s'appelle la transduction.
La transduction generalisee. Par ce processus, n'importe quel gene peut etre transfere d'une cellule a l'autre. Il arrive occasionnellement que, dans une population de bacteries infectees, au cours de l'assemblage des particules de phages, de l'ADN chromosomique ou plasmidique soit incorpore au lieu de l'ADN du phage. Une fois liberes, de tels phages cellulaire anormaux peuvent s'attacher a d'autres cellules et injecter leur ADN, mais comme ce n’est pas de l'ADN de phage, il n’en decoule ni lysogenie, ni lyse.
Dans la cellule receptrice (le transductant), l'ADN transduit peut (a) etre degrade par les endonucleases de restriction; (b) se recombiner avec le chromosome (ou le plasmide) de telle sorte que certains genes de la cellule donneuse puissent etre transmis de facon stable (transduction complete); (c) persister sous forme d'une molecule stable mais ne se repliquant pas (transduction abortive). Si un transductant abortif donne naissance a une colonie, une seule cellule de la colonie contient l'ADN transduit.
Les genes transduits avec un promoteur fonctionnel (qu'il s'agisse d'une transduction complete ou abortive) peuvent etre exprimes dans le transductant.
La transduction specialisee (restreinte).La transduction specialisee ne peut etre le fait que d'un phage tempere qui passe par une phase d'integration dans le chromosome de l'hote. Lors de l'excision, un prophage emportera occasionnellement un fragment adjacent du chromosome, abandonnant souvent certains de ses genes situes a son extremite opposee. Un tel genome recombinant peut ensuite etre empaquete dans une tete de phage et le reste du phage s'assembler normalement. Ce phage peut infecter a nouveau une bacterie et s’y integrer. La bacterie devient porteuse d’un gene provenant de la bacterie donatrice. 
La transposition – est le transfert d’un petit morceau spécialisé d’ADN d’un site à un autre dans le même duplex, ou à un site dans un duplex différent de la même cellule. Les éléments transposables se trouvent dans les chromosomes bactériens, dans l’ADN des phages et dans les plasmides. Habituellement, la transposition est un événement rare. Il peut en résulter une variété de réarrangements – incluant des insertions, des délétions et des inversions.

La recombinaison – est le réarrangement d’une ou plusieurs molécules d’acides nucléiques: les molécules peuvent, p.ex., s’associer, séparer ou échanger leurs brins, ou encore une séquence au sein d’une molécule peut être perdue ou inversée, etc.


La recombinaison homologue implique un échange de brins entre deux duplex. Ceci ne peut se produire que si une longue séquence de nucléotides dans l’un des deux duplex est très similaire à une séquence de l’autre duplex: autrement dit, les deux séquences doivent présenter de grandes régions d’homologie. La recombinaison homologue s’observe, par exemple, lors de l’interaction plasmide-chromosome.


Dans la recombinaison localisée, deux séquences spécifiques du duplex sont rapprochées l’une de l’autre, une protéine spécifique (une recombinase) se fixant à la région de juxtaposition. La recombinaison localisée est impliquée dans l’intégration de l’ADN d’un bactériophage dans le chromosome d’une bactérie. 

GENIE GENETIQUE ou technique de l’ADN recombinant

Il est possible de manipuler et de modifier des AN in vitro et de les introduire ensuite dans des cellules pour les repliquer et les exprimer. Cette technologie permet de modifier des cellules de facon tres specifique. Des bactéries, leurs enzymes et plasmides sont aussi largement employés pour la manipulation de l’ADN. On peut par exemple faire synthetiser des proteines de mammifere par des bacteries. Certaines bactéries ont ainsi été changées de telle sorte qu’elles peuvent fabriquer des produits utiles pour l’industrie, l’agriculture ou la médecine. Par exemple, la streptokinase est une enzyme qui, dans la nature, est produite par certaines especes de Streptococcus. Elle a la capacite de convertir le plasminogene humain en plasmine (fibrinolysine), une enzyme qui desagrege les caillots de fibrine. L’interet de la streptokinase comme agent therapeutique est lie a sa capacite de solubiliser la fibrine et de ce fait, a sa valeur dans le traitement des thromboses. Comme source commerciale de streptokinase, les streptocoques sont de pietres producteurs. En exprimant le gene de la streptokinase dans Escherichia coli, on obtient un rendement plus de 10 fois superieur. 

Un autre procede de l’ADN recombinant, le clonage (clonage moléculaire) est une technique très frequemment utilisée. Le clonage est une méthode visant à obtenir de nombreuses copies d’un gène ou d’un autre morceau d’ADN (pour l’analyser, pour fabriquer des sondes (amorces), ou pour la production à grande échelle du produit du gène). Le gène est d’abord isolé, puis il est inséré dans ce qu’on appelle un vecteur (un plasmide ou un bactériophage). Le hybride peut alors être introduit dans une bactérie, par exemple, par transformation. Ainsi, le gène est copié chaque fois que le plasmide se réplique, et par conséquant, beaucoup de copies du gène “cloné” sont produites. Pour récolter  le gène, on lyse les bactéries. Certains réactifs, ajoutés au cours du processus, permettent la séparation des acides nucléiques du reste des débris cellulaires. Les plasmides peuvent alors être isolés par centrifugation spécialisée. En utilisant l'endonucléase de restriction originale, on peut exciser le gène cloné de chaque plasmide et le séparer de l’ADN plasmidique, au moyen d’une électrophorèse sur gel d’agarose.

LES TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

Les techniques de biologie moléculaire sont destinées à mettre en évidence les acides nucléiques (AN). Elles sont utilisables dans le diagnostic des infections aigues ou chroniques, dans le suivi thérapeutique, ainsi que dans les domaines de la physiopathologie, de l’épidémiologie, de l’environnement, etc.


Les techniques moléculaires reposent sur la capacité d’une séquence monocatenaire d’AN (ADN ou ARN), à se lier spécifiquement avec sa séquence complémentaire, dans des conditions définies (concept d’hybridation moléculaire).


Tous les sites anatomiques et tous les liquides biologiques peuvent faire l’objet de prélèvement pour diagnostic moléculaire. Tout d’abord, un traitement adéquat du prélèvement est nécessaire pour libérér la cible de son environnement (étape d’extraction) et la dénaturer, c’est-à-dire la présenter sous forme monocatenaire. Dès lors, cette cible peut être détectée par des techniques d’hybridation simple. La sensibilité de ces techniques peut être accrue par amplification. Le résultat peut être qualitatif (réponse en tout ou rien) ou quantitatif: dans ce dernier cas, on donne la réponse en nombre de copies par ml de plasma, ou pour un nombre donnée de cellules, ou par μg d’ADN extrait.


L’étape d’extraction des AN est fondamentale puisque de sa qualité vont dépendre la qualité finale de la réaction et donc le résultat. De nombreuses techniques d’extraction sont disponibles:

1) l’extraction par des solvants organiques, suivie de la précipitation des AN par éthanol;

2) la fixation-élution des AN sur de la silice;

3) la compléxation des protéines à une résine et récuperation des AN.

La conservation des extraits d’AN doit impérativement se faire à –80° C, du fait du risque de dégradation au cours du temps.

Hybridation directe (simple)


L’hybridation avec une sonde (amorce) complémentaire est réalisée dans des conditions définies de t°, de pH et de force ionique. La révélation du test est effectuée après l’immobilisation des hybrides et l’élimination des élements non-réactifs.


L’hybridation en milieu liquide est effectuée en tubes ou en cupules de plaques de microtitration. La séparation des hybrides peut être réalisée par chromatographie sur colonne, ou, le plus souvent, par capture sur un support solide par des anticorps antihybride. La détection est effectuée à l’aide d’anticorps spécifiques marqués. La lecture peut être réalisée par radiométrie, colorimétrie, chimiluminescence ou fluorimetrie en fonction de la nature du marqueur.


L’hybridation peut être réalisée aussi in situ, ou sur membrane (après l’électrophorèse des AN en gel d’agarose, puis transfert sur un film de nylon avant d’adjonction de la sonde).

L’hybridation directe manque de sensibilité. Il est par conséquant souvent nécessaire de lui ajoindre une étape d’amplification, soit en accroissant l’intensité du signal de détection, soit en multipliant au départ la séquence cible.

Hybridation avec amplification de la séquence cible


Après extraction et dénaturation destinées à rendre accessible l’AN cible, l’hybridation spécifique d’amorces complémentaires d’une séquence sélectionnée déclenche, en présence de nucléotites triphosphorylés, l’action d’une ou plusieurs enzymes de réplication qui permettent, après un nombre défini de cycles répétitifs, la multiplication exponentielle de la cible. Les produits d’amplification sont détectes par électrophorèse en gel d’agarose après coloration par le bromure d’éthidium ou par hybridation d’une sonde nucléotidique liée à un marqueur mesurable.


La PCR  (amplification en chaine par polymérase) est certainement à l’heure actuelle la technique la plus répandue. Elle repose sur la capacité qu’a l’ADN-polymérase d’allonger une amorce. Le mélange de réaction contient: a) l’échantillon d’ADN b) les amorces (sondes) complémentaires; c) l’ADN-polymérase Taq (provient de l’espece bacterienne Thermus aquaticus); d) des désoxyribonucléosides triphosphates. Quand le mélange est chauffé à 95° C, les brins du duplex de l’échantillon se séparent et un refroidissement temporaire à 45° C environ permet aux amorces de se fixer à l’extrémité 3’ de chacun d’eux. On chauffe alors à 72° C et la polymérase Taq allonge chaque amorce en y ajoutant des nucléotides. Deux duplex sont donc formés à partir du duplex original. Le processus est répété un grand nombre de fois. 


La détection des ARN est également possible après transcription préalable de l’ARN en ADN complémentaire par une transcriptase réverse.

Les usages de la PCR

Parmi les usages specifiques de la PCR en bacteriologie et en biologie moleculaire, on peut citer:

1. La fabrication des sondes;

2. La classification ou taxonomie;

3. La detection d’une mutation ponctuelle specifique dans une molecule d’ADN dont la sequence de type sauvage est connue;

4. La detection de sequences d’ADN specifiques d’un pathogene donne dans du materiel clinique, particulierement d’ADN de pathogenes qui ne peuvent pas etre cultives ou qui croissent lentement en culture. La PCR est donc utile pour le diagnostic de certaines maladies et pour les etudes epidemiologiques. La PCR peut confirmer le diagnostic en quelques heures, au lieu de quelques jours (voire semaines) des methodes habituelles.    

LES BACTERIOPHAGES

Le bacteriophage (phage en abrege) est le nom donne aux virus infectant les bacteries. Un virus est un organisme (une unite genetique) qui n'a pas une structure de type cellulaire et qui ne peut par lui-meme, ni metaboliser, ni se reproduire. Bien qu'etant capable de vivre comme particule a l'exterieur de la cellule, le materiel genetique du phage doit entrer dans une cellule pour se repliquer. Une fois a l'interieur de l'hote, le genome du phage dirige la synthese de composes pour de nouvelles particules en utilisant la machinerie biosynthetique de l’hote. Ces nouvelles particules de phages sont ensuite assemblees et liberees et peuvent infecter d'autres cellules. Les bacteriophages sont donc des parasites cellulaires obligatoires des cellules bacteriennes, cette specificite d'infection est liee a la presence de recepteurs pour ce phage a la surface de la bacterie (l'hote). La plupart, voire toutes les bacteries peuvent etre infectees par des bacteriophages. Dans de nombreux cas, un phage donne ne peut infecte que les cellules d'un seul genre, d'une seule espece ou d'une seule souche, ce qu'on appelle la specificite du phage.

Structure du phage
Les bacteriophages etant des virus, leur structure obeit aux regles generales concernant la structure des virus. Beaucoup de bacteriophages sont simplement constitues d'un acide nucleique entoure par un manteau proteique appele capside, dont le role est de proteger le materiel genetique et de contribuer a l'infection de l'hote. Ces constituants proteiques sont antigeniques. Selon le phage, le genome peut etre de l'ADN ou de l'ARN (double-brin ou simple-brin, circulaire ou lineaire). Certains phages peuvent porter des enzymes en plus de l'acide nucleique a l'interieur de la capside. Le manteau est constitue de sous-unites proteiques, capsomeres, arrangees dans une structure hautement ordonnee qui donne au phage sa forme distincte. Le nombre de differents types de proteines qui forme la capside peut aller de 1 a plus de 25 chez un phage complexe. Il existe 3 formes morphologiques de phages:
Icosaedrique: il s'agit d'une forme presque spherique constituee de 20 faces triangulaires. Les icosaedres sont assez frequemment trouves dans la nature, car ils forment des structures fermees a partir de simples sous-unites. 

Cylindrique: ce sont de longs cylindres proteiques formes par des proteines de la capside, assemblees en une structure tubulaire.
Complexe: certains phages sont constitues de tetes icosaedriques attachees a des queues helicoidales. La queue est constituee par deux tubes concentriques, un tube interne rigide, le canal axial, qui est entoure d'un fourreau (ou gaine) contractile. A la partie distale de la queue se trouve une plaque hexagonale, la plaque basale, ou sont inseres des spicules (crochets) et des fibres caudales. Cette extremite represente le systeme de fixation du phage sur la bacterie receptrice et contribue a l'injection du materiel genetique dans la cellule.
Tous les phages n'ont pas cette morphologie. Cetrains ont une queue longue et non contractile, d'autres une queue courte, certains enfin n'ont pas de queue. Il existe des phages filamenteux.
Multiplication des bacteriophages
Les phages existent a l'etat de virions extracellulaires mais lorsqu'ils infectent une bacterie, ils peuvent donner lieu a deux types d'infections:
•    L'infection lytique: ce sont les phages virulents. A la fin du cycle de multiplication, la bacterie infectee meurt en liberant les phages. 
•    L'infection non lytique ou lysogenie: ce sont les phages temperes. Ils infectent les bacteries sans les detruire.
L’ INFECTION LYTIQUE (le cycle biologique du phage virulent)
Fixation. Dans un melange phages-bacteries, au hasard des collisions, le phage se fixe par l'intermediaire de sa plaque basale (d'abord par ses fibres, apres par ses crochets) sur un recepteur specifique au niveau de la paroi bacterienne. Cette paroi comporte une mosaique de recepteurs pour des phages differents. Un mutant resistant au phage est une bacterie qui ne peut plus synthetiser de recepteur. De meme un protoplaste, bacterie sans paroi, n'absorbe plus les phages.
Penetration. Des que le phage est fixe de maniere irreversible sur la paroi bacterienne, apres action d'un lysozyme qui perfore la paroi, il y a contraction du fourreau qui rapproche la tete de la plaque basale, le canal interne penetre la membrane cytoplasmique de la bacterie et le DNA phagique est injecte dans la bacterie.
L'infection consiste en la seule penetration du DNA phagique, porteur de l'information genetique, dans la cellule, la capside proteique representant une simple enveloppe protectrice.

Expression du genome viral. Apres la penetration du DNA viral dans la bacterie, et jusqu'a la 12e minute du cycle on ne trouve pas de virion dans la bacterie infectee. C'est la phase d'eclipse. Cette phase correspond a la synthese des enzymes d'information virale qui permettront:
—    la replication du DNA phagique;
—    la synthese des proteines phagiques;
—    l'assemblage de ces elements.
Une fois a l'interieur de l'hote, l'acide nucleique est transcrit et traduit pour produire des enzymes qui catalysent la synthese de nouveaux acides nucleiques viraux. Elles sont parfois appelees proteines precoces. De nombreux phages inhibent la synthese proteique de l'hote et degradent son genome, afin de diriger toute la machinerie biosynthetique cellulaire vers la production de composes destines au phage. Apres un certain temps, demare la production de grandes quantites de proteines virales structurelles, de proteines requises pour l'assemblage, la lyse et la liberation des phages. Celles-ci sont appelees proteines tardives.
Assemblage des phages. Une fois qu'une quantite suffisante de composes capsidiques et d'acides nucleiques a ete synthetisee, les nouvelles particules du phage s'assemblent spontanement en meme temps que l'acide nucleique est incorpore dans la capside.
Liberation. De nombreux phages, arrives a maturite, sont liberes apres la lyse de la paroi bacterienne, c'est la raison pour laquelle ce cycle est souvent appele cycle lytique et les phages sont considere comme virulents.
De nombreux phages de bacteries Gram-positives et Gram-negatives codent pour une enzyme qui degrade le peptidoglycane. Cette enzyme est donc capable de lyser la cellule hote et libere la descendance du phage au moment voulu. De telles enzymes, parmi lesquelles figurent le lysozyme et l'endopeptidase, sont appelees endolysines. Les endolysines ne possedent pas de «sequence-signal». Comment, des lors, traversent-elles la membrane cytoplasmique pour atteindre le peptidoglycane ? On a montre qu'en plus de l'endolysine, certains de ces phages codaient pour une «proteine de lyse» specifique qui s'installe dans la membrane cytoplasmique ou elle forme un «pore» par lequel l'endolysine peut acceder au peptidoglycane.
Le temps entre l'infection et la liberation est d'environ 20 minutes a 37°C, les phages sont liberes par vagues de 50-1000 phages par cellule. 
Les androphages. Les androphages n'infectent que certaines bacteries qui contiennent un plasmide conjugatif. Ces phages s'adsorbent specifiquement au bout de certains types de pili. Leur penetration dans la cellule hote peut passer par la retraction du pilus. La progeniture des phages est liberee a travers l'enveloppe cellulaire. Les cellules hotes restent viables, mais elles croissent plus lentement que des cellules non infectees.
L'INFECTION NON LYTIQUE, OU LYSOGENE : LES PHAGES TEMPERES
Les phages temperes lorsqu'ils infectent une bacterie peuvent, ou bien entraîner un cycle complet de multiplication, aboutissant a la lyse bacterienne, ou bien, apres injection de leur DNA, integrer ce DNA dans la continuite du chromosome bacterien pour former un prophage ou rester dans le cytoplasme sous forme de plasmide. Dans ce cas, la bacterie ne meurt pas et, en se multipliant, elle replique le genome viral en meme temps que son propre genome: la bacterie est dite lysogene.
Proprietes des bacteries lysogenes

Une bacterie lysogene est une bacterie qui possede et transmet a sa descendance le pouvoir de produire des phages en l'absence d'infection. Une bacterie lysogene peut croître et se diviser sans produire de phages libres. Le maintien de l'etat lysogene implique la synthese d'un represseur proteique, code par le phage. La disparition de ce represseur proteique a pour resultat l'induction du cycle lytique - c'est-a-dire que le prophage garde normalement une virulence potentielle. Dans une population de bacteries lysogenes, l'induction peut se declarer spontanement chez un petit nombre de cellules. Elle peut etre provoquee dans la majorite et meme dans toutes les cellules, par exemple, par des agents qui endommagent l'ADN, comme les rayons ultraviolets ou la mitomycine C. Suite a de tels traitements, quand le systeme SOS est active, la proteine RecA clive le represseur proteique du phage, permettant l'expression du cycle lytique. Il faut pour cela que le prophage soit excise - operation inverse de l'integration. L'excision est effectuee par la proteine xis, codee par le phage. Le genome est alors replique, les composants du phage synthetises et les phages assembles sont liberes par lyse de la cellule. Le prophage est donc un gene letal potentiel.
Les bacteries lysogenes sont immunes vis-a-vis du phage qu'elles portent (immunite contre la surinfection). Ce phage s'absorbe, injecte son DNA, mais celui-ci ne peut se repliquer ni provoquer la lyse.
Les bacteries infectees par un phage peuvent presenter certaines caracteristiques absentes des cellules non infectees. Cette conversion due au phage peut etre causee par l'expression des genes du phage par les cellules, ou par l'inactivation des genes chromosomiques lors de l'integration du prophage. Par exemple, les souches de Corynebacterium diphtheriae qui provoquent la diphterie sont lysogenisees par un certain type de phages qui codent pour et expriment une toxine puissante. Les souches qui ne portent pas le phage ne peuvent fabriquer la toxine et ne causent pas la diphterie. La toxine du cholera a la meme origine. Le phage de la Salmonelle altere la portion antigene O de la LPS, changeant donc les proprietes antigeniques de la bacterie. Chez Staphylococcus aureus, l'integration du phage L54a entraîne la perte d'une activite de lipase, due a l'inactivation du gene chromosomique correspondant. 

La culture et le titrage des phages. L'effet des phages virulents sur les cultures bacteriennes

Les bacteriophages sont cultives en laboratoire en milieu de culture liquide ou solide. Les bacteries et les phages sont melanges ensemble dans un bouillon nutritif avec un nombre de phages considerablement plus faible que celui des bacteries. Le melange est incube pour permettre aux bacteries de se multiplier et d’etre infectees par les phages. Par consequent, le nombre de phages augmente a un taux plus eleve que celui des bacteries jusqu’a un point critique ou le nombre de phages presents est suffisant pour infecter toutes les bacteries de la culture. Toutes les cellules bacteriennes sont donc lysees en meme temps, ce qui se traduit par une diminution complete de la turbidite de la culture.

On peut aussi ajouter de l’agar sur le melange bacteries-phages et verser ensuite ce melange dans une boite de Petri. Les bacteries croissent et les phages continuent a infecter jusqu’a ce que toutes les bacteries soient infectees provoquant une lyse confluente de la culture bacterienne.

Cette methode de culture sur boite est aussi utilisee pour mesurer le nombre de particules de phages infectieux dans un prelevement (titrage des phages). L’echantillon contenant les phages est dilue, melange a des cellules, l’agar est ajoute et le melange verse dans une boite. L’infection d’une bacterie par une particule phagique induit la production d’un grand nombre de phages qui peuvent infecter les cellules adjacentes. Lorsque ces cellules sont lysees, davantage de phages sont liberes et a leur tour infectent d’autres cellules. Les bacteries non infectees continuent a croitre. Apres une nuit, le foyer ou une bacterie a ete initialement infectee par un phage se dessine par une region claire au sein d’une culture trouble de bacteries. On appelle ces zones eclaircies, habituellement circulaires, des plages de lyse. Le nombre de plages dans la culture indique le nombre de phages infectieux dans la preparation de depart. Ce nombre est mesure en unites formatrices de plages (UFP). 

APPLICATIONS  PRATIQUES DES PHAGES

•    Dans le domaine therapeutique
Le traitement et la prophylaxie des maladies infectieuses par les bacteriophages a donne des resultats decevants
pour plusieurs raisons:
· il faut que le phage arrive au niveau du foyer d'infection au contact de la bacterie sensible;

· il y a selection rapide de mutants resistants;

       -     il y a apparition rapide d'anticorps neutralisants qui empechent l'adsorption des phages.
•    Dans le domaine diagnostique


· Phago-identification. Certains phages sont specifiques d'une espece bacterienne precise et sont utilises pour identifier une souche au laboratoire.
· Lysotypie (ou typage par bacteriophage). A l'interieur d'une meme espece bacterienne, les bacteriophages permettent de distinguer diverses souches de bacteries etroitement apparentees, en exploitant leurs differences de sensibilite vis-a-vis d’une serie de  bacteriophages, c’est-a-dire de subdiviser cette espece en plusieurs lysotypes. Un gazon bacterien est prepare a partir d’une culture de la souche a identifier, puis seche. On dessine alors une grille sur le fond de la boite de Petri et on depose une goutte d’une suspension de phages sur chacune des surfaces de gelose correspondant a un carre de la grille, chaque carre recevant un phage different. On laisse secher ces gouttes et on met la boite a incuber. Habituellement, un, deux ou pluisieurs des phages se reveleront lytiques pour la souche consideree. La lyse (sensibilite a un phage donne) se marque par la formation d’une plage a l’endroit du gazon ou le phage a ete inocule. De cette maniere, les souches peuvent etre definies par la liste des phages auxquelles elles sont sensibles. La lysotypie des germes isoles permet de savoir s'ils appartiennent a un type unique, les malades s'etant contamines a la meme source ou s'ils sont distribues en types divers, les cas etant alors non  relies entre eux.. Le typage par phage est utilise, par exemple, dans le cas de  Staphylococcus aureus et de  Salmonella Typhi.
· Les bacteriophages sont un modele d’etude pour les geneticiens.

Mecanisms of Action of Antimicrobial Agents

	Inhibitors of Bacterial Cell Wall Synthesis

      Drugs that inhibit biosynthetic enzymes

 Fosfomycin

 Cycloserine

      Drugs that combine with carrier molecules

 Bacitracin

      Drugs that combine with cell wall substrates

Vancomycin

      Drugs that inhibit polymerization and    attachment of new peptidoglycan to cell wall

Penicillins

Cephalosporins

Carbapenems

Monobactams

Inhibitors of Cytoplasmic Membranes

      Drugs that disorganize the cytoplasmic membrane

Tyrocidins

Polymyxins

      Drugs that produce pores in membranes

Gramicidins 

      Drugs that alter structure of fungi

Polyenes (amphotericin)

Imidazoles (ketoconazole, fluconazole)


	Inhibitors of Nucleic Acid Synthesis

     Inhibitors of nucleotide metabolism

Adenasine arabinoside (viruses)

Acyclovir (viruses)

Flucytosine (fungi)  

     Inhibitors of DNA replication

Quinolones

Nitromidazoles

     Inhibitors of RNA polymerase

Rifampin 

Inhibitors of Folate Metabolism

     Inhibitor of pteroic acid synthetase

Sulfonamides

     Inhibitor of dihydrofolate reductase

Trimethoprim
Inhibitors of Ribosome Function

     Inhibitors of 30S units

Streptomycin

Kanamycin, gentamycin, amikacin

Spectinomycin

Tetracyclines

     Inhibitors of 50S units

Chloramphenicol

Clindamycin

Erythromycin

Fusidic acid




RELATIONS ENTRE LA MICROFLORE D’UNE COMMUNAUTE

I. INDIFFERENTES

· Neutralisme

II. FAVORABLES (bénéfiques)

· Commensalisme (satellitisme)

· Symbiose (mutualisme)

· Synergie

III. DÉFAVORABLES (négatives)

· Parasitisme

· Antagonisme

ANTAGONISME


                    NONSPECIFIQIE                                                 SPECIFIQUE

Competition pour la nourriture                                          Production des antibiotiques

Production des substances toxiques                                             ou des bacteriocines

MECANISMES D’ACTION DES ANTIBIOTIQUES

I. AB AGISSANT SUR LA SYNTHESE DE LA PAROI CELLULAIRE (du peptidoglycane)

· ß-lactamines (pénicillines, céphalosporines, carbapénèmes, clavames)

· vancomycine

· bacitracine

· fosfomycine

II. AB  AGISSANT SUR LA MEMBRANE EXTERNE ET LA MCP

· Les AB  polypeptidiques (polymyxine, colistine)

· Les AB  polyéniques (nystatine, lévorine, amphothéricine B)

· Les imidazoles (miconazole, ketoconazole, clotrimazole, fluconazole)

III. AB  AGISSANT SUR LES RIBOSOMES

· Aminoglycosides (streptomycine, gentamycine, kanamycine, etc)

· Tétracyclines

· Phénicols (chloramphénicol)

· Macrolides (érythromycine)

· Lincosamides (lincomycine)

IV. AB  AGISSANT  SUR  L’APPAREIL NUCLEAIRE (inhibition de la synthèse des AN)

· Sulfamides

· Rifamycine

· Novobiocine

· Quinolones (l’acide nalidixique, ciprofloxacine, ofloxacine)

RELATION DES CATEGORIES  S /I /R  AVEC LA CMI

CMI / CT < 1   -   souches SENSIBLES

CMI / CT > 1   -   souches RESISTANTES

CMI / CT = 1   -   souches INTERMEDIAIRES 
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