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I.1. Ecologie des microorganismes dans les écosystémes simples et complexes

Il y a deux types principaux d’environnement pour les microorganismes, chacun de ces

deux types a sa propre flore microbienne :

I.1.1. Ecosystéme simple

L’écosysteme simple est représenté par le milieu aquatique, le milieu marin représente
97 % des eaux disponibles a la surface de la planéte, la plus grande partie est en haute mer,
c'est-a-dire a des profondeurs supérieures a 300 métres et a des températures proches de 4° C
ou seuls des organismes barophiles, psychrophiles, non phototrophes et le plus souvent
microaérobies ont des chances de survivre [17]. Les océans sont le domaine des
microorganismes décomposeurs dont le role est de décomposer les organismes morts qui
sédimentent depuis les couches superficielles jusqu'aux fonds abyssaux. Dans les zones
éclairées, les populations de microorganismes sont plus complexes, elles sont dominées par les
populations du phytoplancton et du zooplancton. Ces derniers peuvent étre colossales en
certains points (plateaux continentaux, zones estuariennes,...) ou quasi inexistantes (bleus
équatoriaux, courants chauds). En certains points des fonds océaniques, au contact le plus
souvent des zones de subduction des plaques océaniques, se développent des flores bactériennes
trés particulieres thermophiles extrémes qui vivent en relation symbiotique avec des vers et

autres animaux adaptés (Sigee, 2005 ; Mardigan et Martinko, 2007).

Les lacs et les rivieres seront d'autant plus riches en microorganismes qu'ils seront
plus riches en éléments nutritifs. Les lacs oligotrophes seront pauvres en plancton et en
bactéries, par contre les lacs eutrophes ou dystrophes seront plus riches et pourront méme
connaitre, occasionnellement, des explosions démographiques de microorganismes qui, a terme,
leur seront préjudiciables (fleurs d'eau des cyanobactéries, développement intempestif de
diverses algues unicellulaires) (Sigee, 2005). Les algues sont des producteurs primaires, elles
constituent les ressources nutritives des consommateurs primaires, telles que les protozoaires
et les petits crustacés comme les puces d’eau (Daphnia sp). Ces consommateurs primaires servent
a leur tour de nourriture aux consommateurs secondaires qui deviennent eux-mémes la proie
de consommateurs tertiaires et ainsi de suite. Les bactéries hétérotrophes dégradent I'excédent
de matieres organiques produites par les algues et décomposent les restes des algues mortes et
des autres organismes qui peuplent le milieu aquatique. Ces bactéries sont dites minéralisatrices,

car elles assurent la conversion des matiéres organiques en matiéres inorganiques qui peuvent
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étre recyclées. La plupart des bactéries hétérotrophes qui font partie du plancton aquatique
sont qualifiées d’oligotrophes, car elles peuvent se développent en présence de tres faibles

concentrations de substances organiques (Perry et al., 2004 ; Mardigan et Martinko, 2007).
I.1.2. Ecosystéme complexe

L’écosysteme complexe est représenté par le milieu terrestre, les sols forment des
environnements complexes, composés de matiéres minérales provenant de I'érosion des roches
et des matieres organiques ou humus. L’humus contient les produits de décomposition partielle
des végétaux ainsi que certaines matieres végétales peu dégradables dites réfractaires comme
lalignine ou les acides humiques. Contrairement aux milieux aquatiques, I'’eau n’est pas toujours
disponible dans le sol, elle est indispensable aux développements de tous les organismes. La
croissance des microorganismes rencontrés dans le sol n'est donc possible que de maniére
intermédiaire, lorsque le taux d’humidité est suffisant. Les microorganismes ont développé des
stratégies pour s’adapter aux périodes séches. Certaines produisent des cystes (Azotobacter et
myxobacteries), des endospores (Clostridium et Bacillus) ou des conidiospores (Actinomycetes).
Dans le sol les producteurs prédominants sont les végétaux qui synthétisent des composés
organiques complexes insolubles dans 'eau et réfractaires a la décomposition. Néanmoins, les
bactéries hétérotrophes et les champignons sont capables de dégrader ces substances. Ils jouent
un role majeur dans les cycles des nutriments des sols. Par exemple, la production de nutriments
provient de la dégradation de la matiére organique, de méme d’importante réaction du cycle
d’azote se déroule dans le sol. La fixation d’azote symbiotique ou non symbiotique et
I'ammonification sont des exemples de la transformation de l'azote (Perry et al, 2004 ;

Mardigan et Martinko, 2007).

I.3. Sol : milieu complexe et bioréacteur microbien

D’un point de vue pédologique, le sol est la partie superficielle de I'écorce terrestre
fortement soumise a l'action des agents climatiques et biologiques. C’est un milieu poreux,
triphasique et organisé, composé de trois phases inertes respectivement solide, liquide et
gazeuse. Les proportions entre ces différentes phases peuvent varier dans le temps. Aux
trois phases inertes s’ajoutent un compartiment vivant (Stengel et Gelin, 1998). Ces
quatre compartiments interagissent entre eux et sont le siege de nombreuses réactions bio-

physicochimiques (Figure 01).
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Figure 01 : Interaction entre vivant et les différents constituants (Calvet, 2003).

Les organismes vivants du sol sont représentés par les bactéries (25 %), les champignons
(59 %), la microfaune (12 %), les protozoaires (4 %) et les algues (proportion tres faible), Les
bactéries représentent les microorganismes les plus abondants dans le sol en densité et en
nombre, méme si les champignons représentent une quantité de biomasse plus importante. Les
microorganismes du sol sont aujourd’hui reconnus comme étant un des facteurs clé dans
I'évolution des sols. Les diftérents composants inertes d’un sol (phases solide, liquide et gazeuse)
sont en étroite relation avec le 4ém¢ composant que sont les organismes vivants (Gobat et al,

1998).

1.3.1. Effet du sol sur les microorganismes

L’eau est indispensable a la vie et sa teneur dans le sol a des effets sur les microorganismes
présents. Abondante, elle augmente la disponibilité des substrats et facilite les déplacements des
microorganismes ; rare, elle facilite les échanges gazeux avec I'atmosphére. Un assechement du
sol a pour conséquence une mortalité partielle des populations et la réduction des activités
microbiennes, alors que la réhydratation entraine une reprise rapide de I'activité microbienne
(Gobat et al., 1998). La saturation en eau, si elle persiste, entraine la disparition progressive
de I'O. suite a sa consommation et sa faible diftusion depuis la surface en milieu liquide. Elle

modifie alors profondément les équilibres biologiques, les microorganismes aérobies régressent
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et cedent la place aux microorganismes anaérobies. La composition de cette eau a aussi un
impact important sur les microorganismes du sol. En effet, certaines especes ont des eftets
d’inhibition sur les activités microbiennes anaérobies. Par exemple, I'effet inhibiteur de NOy-
sur de nombreux catabolismes : fermentation, réduction du Fe (III) et des sulfates, et la
méthanogenese (Achtnich et al., 1995 ; Weber et al, 2006). L'inhibition est généralement
due aux effets toxiques des produits intermédiaires de la dénitrification (NOgs-, NO et N,O). En
outre, les donneurs et accepteurs d’électrons nécessaires aux réactions d’oxydo-réduction
doivent étre biodisponibles. Or, la biodisponibilité de ces composés est aftectée entre autre, par
le pH de la solution, facteur déterminant dans la spéciation chimique des éléments. Par ailleurs,
le pH a aussi un impact sur la distribution des microorganismes, la majorité des bactéries
prédominent dans des sols neutres ou légeérement alcalins, alors que les champignons
prédominent plutot dans des environnements acides. De plus, des variations drastiques de pH
peuvent également détruire la membrane plasmique ou inhiber I'activité d’enzymes ou de

protéines membranaires de transport (Prescott et al., 2003).

L’atmospheére gazeuse a un impact important sur la composition microbienne du milieu, le
renouvelement de 'O consommé dans le sol est assuré par la diftusion du gaz a partir de
I'atmosphére extérieure et dépend a la fois de la teneur en eau du sol et de la porosité de la phase
solide. Toutefois, un grand nombre de bactéries aérobies et de champignons sont capables de se
développer en I'absence d’O., tant que le potentiel d’oxydo-réduction reste oxydant, c'est-a-dire
suffisamment élevé pour que d’autres accepteurs d’électrons soient disponibles. Certaines études
ont montré que le CO. était nécessaire pour la croissance de quelques bactéries et champignons,
notamment dans les processus de fermentations (Picek et al, 2000), alors que d’autres études
ont montré que le CO; limitait la croissance des microorganismes et inhibait certaines enzymes.
La présence d'Hs dans les sols a aussi un impact sur les processus microbiologiques anaérobies.
D’une part la présence d’'H. dans le sol est indispensable a certaines activités telles que
I'homoacétogenese, la réduction du fer ou des sulfates. D’autre part, c’est un facteur

thermodynamique limitant pour les réactions d’acétogenése impliquant I'éthanol, le propionate,

le butyrate et le benzoate (Dassonville et al., 2002).

La phase solide du sol est un élément important vis-a-vis des microorganismes, elle
agit également comme un tampon vis-a-vis des variations de pH du milieu, protégeant ainsi
les microorganismes. Dans un sol calcaire, la production de CO. induit une dissolution de la
calcite, minimisant ainsi la dissolution de HoCOs en H* et HCOs (Sigg et al, 2000).

L’acidification des sols induit une dissolution des hydroxydes métalliques, engendrant la
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mobilisation d’éléments métalliques. En outre, dans le sol, il existe des enzymes, extracellulaires
ou libérées lors de la lyse des cellules, indispensables pour certains microorganismes, incapables
d’ingérer des macromolécules. Ces enzymes sont généralement adsorbées a la surface des
composants de la phase solide (argiles, composés humiques). Ces composants de la phase solide
agissent alors comme protecteur et stabilisant vis a vis des variations physico-chimiques du
milieu et de la dégradation par d’autres enzymes (protéase) De plus, la matiére organique est

une source importante de donneur d’électrons pour les microorganismes (Gobat et al, 1998).

1.3.2. Effet des microorganismes sur le sol

Les microorganismes affectent directement le pH du sol via les activités microbiologiques.
De maniére assez générale, 1'accumulation de CO. et d'acides organiques aura tendance a
acidifier le milieu ; par ailleurs les réductions microbiennes de Fe(IIT) et Mn(IV) auront tendance
a l'alcaliniser suite a la plus grande mobilité des ions réduits Fe?* et Mn?* que des ions oxydés
Fe’t et Mn** (ou Mn?*). De la méme fagon, mais pour d'autres raisons, les réductions des
oxydes de azote et des oxydes de Soufre auront tendance a alcaliniser le milieu. Les activités
microbiologiques affectent également le niveau redox du sol. Lorsque le sol évolue aprés un
passage de conditions aérées a des conditions anoxiques, les microorganismes utilisent
successivement différents accepteurs d'électrons (Tableau 01) et affectent potentiellement
le potentiel d’oxydoréduction (En) du sol au travers de trés nombreux couples oxydant/
réducteur : NOs/NOg, NO2/N2O, NoO/Ny, Mn(IV)/Mn(III), Mn(III)/Mn?*, Fe(III)/Fe?*,
H*/Hs, SO42/HS-, CO2/CHs .....etc. L'évolution du En telle qu'elle peut étre observée résulte
alors de 1'évolution réelle de chacun de ces couples. L'utilisation simultanée de diftérents
accepteurs d'électrons peut étre le fait de microorganismes aux possibilités multiples ou de
bactéries différentes présentant au méme instant des fonctionnements diftérents. Le
déclenchement d'une réaction d'oxydo-réduction dépend trés généralement de la disponibilité
en substrats, voire de préférences pour certains substrats s'ils sont présents, de compétitions
entre métabolismes pour les mémes substrats et d'inhibitions variées. Par exemple, en condition
réductrice, la compétition vis-a-vis de 'Ho a été largement étudiée. L'H, est le donneur
d’électrons pour la réduction des sulfates, du fer et la production de méthane. I1 semble que les
bactéries nitrato-réductrices soient également capables d'utiliser I'H. et donc soient un
compétiteur pour les trois processus précédents. De plus, les processus de réduction du Fer et

du sulfate peuvent également suffisamment diminuer I'He du milieu pour que la méthanogenése
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ne soit thermodynamiquement plus réalisable (Achtnich et al, 1995 ; Peters et Conrad,

1996 ; Chidthaisong et Conrad, 2000).

Tableau 01 : Biotransformation des microorganismes du sol (Prescott et al., 2003).

Processus Réactions

Microorganismes aérobies

Respiration aérobie (CH.0) +O; ———— - CO, + H.O
Nitritation NH,* + 3/2 (Og) ———» NOy + 2H* + H20
Nitratation

Microorganismes anaérobies facultatifs

Réduction catabolique des nitrates Corganique + NOg- —»NO; + CO,
Dénitrification Corganique + NOg——— N,O, N, +CO,
Réduction du fer, Manganése Corganique + Fest, Mny™ __p Feot, Mn2+ + CO2
Fermentation Corganique ——p  acides organiques (acétate, butyrate)

Microorganismes anaérobies strictes

Réduction des sulfates Corganique (0u Ho) + SO42—p S% (ou H,S) + CO,
Réduction du CO. Ho+ CO. » CH4 + CH;CO2- + H*
Déméthylation CH;CO* + Ht——» CO, + CH.,

Réduction du proton Acide gras, alcools + H—p H, + CO, + CH;CO%*+H*

I.2.0rganisation spatiale de la communauté microbienne et biofilms

L'organisation spatiale de la communauté microbienne au sein d'un écosystéme est
influencée par deux grands groupes d’effets, les eftets dits primaires et secondaires. Les eftets
primaires sont observés a courts termes, parmi ces effets nous pouvons citer la présence de
ressources qui peuvent engendrer des modifications au niveau de la croissance, des activités
enzymatiques, ou méme de I'intégrité physique de cellules. Les effets secondaires sont observés
a une plus grande échelle des écosystémes, parmi ces facteurs nous pouvons citer I'’hydrologie
et I'occupation des sols. Au sein des effets primaires, il existe deux familles de facteurs qui
influencent la structuration et l'organisation spatiale des communautés microbienne, les
facteurs abiotiques et biotiques. Les facteurs abiotiques regroupent les conditions
environnementales, la lumiere, le pH, la température, le type de substrats, les conditions
hydrodynamiques, etc. Les facteurs biotiques regroupent les interactions intrinséques, comme
la prédation, la compétition, I'allélopathie,.... etc. Suivant leurs natures et s’ils peuvent étre
sources ou non de perturbations, ils peuvent engendrer soit une phase d’accélération en

favorisant la croissance (lumiére, nutriments), soit une perte de biomasse (broutage, lyse)

(Lock et al., 1984).
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1.2.1. Définition des biofilms

Les biofilms sont des associations denses et structurées de microorganismes entourées
d’une matrice extracellulaire, qui se développent sur des surfaces telles que des tissus vivants,
des appareils médicaux et agro-industriels, des systemes de distribution d’'eau et dans les
écosysteémes naturels aquatiques. Ces organisations microbiennes permettent aux bactéries de
se maintenir dans une niche écologique et de résister a de nombreux stress environnementaux
tel que le pH, I'oxygene, la dessiccation et les composées bactéricides, grace a la combinaison

de différents mécanismes (Donlan, 2002).

Les premiers biofilms sont découverts en 1683 dans un échantillon de grattage d'une
surface dentaire, Zobell (19438) a observé que les bactéries colonisent préférentiellement les
parois des flacons. Jones et al. (1973) a détecté I'existence d’'une matrice polyosidique autour
des agrégats microbiens dans les filtres des stations d’épuration. Characklis (1973) a démontré
la ténacité et la résistance des dépots microbiens dans les conduites d’eau industrielles. Et depuis
de nombreuses études ont été effectuées pour comprendre ces systémes vivants, cependant il y
a encore un manque de connaissances général sur la fagon dont les biofilms se développent,

changent et se détachent (Wagner et al., 2010).

I.2.2. Composition de la matrice extracellulaire

La composition et les propriétés physiques de la matrice extracellulaire entourant
les cellules varient en fonction des espéces et des facteurs environnementaux, de maniére
générale elle est fortement hydratée et composée de substances polymériques (Extracellular
Polymeric Substances, EPSs), a savoir des polysaccharides (40-95 % de son poids sec),
des protéines (1 - 60 %), des acides nucléiques (1 - 10 %) et des lipides (1 - 40%) (Flemming et
Wingender, 2010).

1.2.2.1. Polysaccharides

Les polysaccharides extracellulaires assurent le maintien et la cohésion du biofilm, ils sont
classés en deux catégories en fonction de leur liaison aux cellules : les polysaccharides
capsulaires fortement liées a la paroi bactérienne et les exopolysaccharides libérés dans le milieu
extérieur (Branda et al, 2005). Leur biosynthése est réalisée en deux étapes a partir de
groupement uridine diphosphate—sucre. Des glycosyl transférases transférent ces groupements

sur des lipides. Ceux-ci permettent leur transport hors de la cellule ou a lieu la polymérisation.
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Les polysaccharides retrouvées le plus fréquemment dans les biofilms sont les celluloses (pour
les bactéries a Gram négatives comme Escherichia coli, Salmonella typhimurium), l'acide
colaniques (pour certaines entérobactéries), le poly-N-acetylglucosamine (pour Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Versinia pestis) et de 'alginate et de polysaccharides riches en

mannose et galactose ou glucose (Ryder et al., 2007).
1.2.2.2. Protéines

Les protéines retrouvées dans la matrice extracellulaire jouent un roéle structural et
assurent en partie la communication entre les cellules au sein du biofilm. Les curli, structures
protéiques adhésives de surfaces permettant par exemple 'agrégation de cellules d’ Escherichia
coli. Les pili synthétisés pour assurer le transfert de plasmides conjugatifs sont eux essentiels
au développement du biofilm, car ils favorisent les contacts cellulaires et induisent ainsi la

formation d’acide colanique et de curli (Pollock et al, 1998).
I.2.2.3. Acides nucléiques

Les acides nucléiques sont retrouvés dans la matrice extracellulaire suite a la lyse
de cellule ou par l'intermédiaire de vésicules membranaires (Whitchurch et al, 2002).
[Is jouent un roéle fondamental dans l'architecture et la stabilité du biofilm en favorisant les
interaction acide-base entre les différents composants de la matrice et les cellules (Das et al,
2010). IADN extracellulaire est aussi impliqué dans le processus d’adhésion chez
certaines souches bactériennes comme Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus (Harmsen

et al., 2010).
1.2.2.4. Autres molécules

La matrice d'un biofilm peut contenir des proportions variables de lipide et phospholipide,
elles présentent une activité protéolytique et elles sont capables d’interagir avec les composés
bactéricides, participant ainsi a la résistance du biofilm aux stress environnementaux
(Schooling et Beveridge, 2006). Ces vésicules assurent aussi le transfert d’ADN

extracellulaire au sein du biofilm (Schooling et al., 2009).

I.2.3. Organisation et role de la matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire assure la cohésion de la communauté bactérienne et permet la

mise en place d’'une architecture complexe, I'architecture et la composition d’un biofilm varient
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en fonction des espéces et des conditions environnementales. De maniere générale, le biofilm
est composé d’agrégats de cellules, des microcolonies, englués dans une matrice d'EPSs et
séparés les uns des autres par des canaux d'eau permettant entre autres la diffusion de
nutriments et de molécules signal (Donlan, 2002). Un biofilm peut étre composé
d’'une monocouche de cellules ou au contraire constituer d’une structure tridimensionnelle
trés élaborée. L’architecture d'un biofilm dans l'espace fluctue dans le temps en fonction
de facteurs internes et externes (Tolker-Nielsen et Molin, 2000). Dans l'environnement,
le biofilms sont genealment constités de plusieurs especes bactériennes, l'organisation
tridimensionnelle de ces communauté permet le maintien des intercation entre
microorganismes au cours du temps, ce qui leur confére un avantage écologique (Flemming et

Wingender, 2010).
1.2.4. Structure de résistance

Les cellules vivants en biofilm peuvent étre jusqu'a 1000 fois plus résistantes aux
composées bactéricides que les cellules planctoniques, ce qui indique un mécanisme de
résistance différents entre les deux modes de vie, la résistance aux stress environnementaux est
un processus multifactoriel (Drenkard, 2008), plusieurs mécanismes sont proposés pour

expliquer ce phénoméne tels que :
1.2.4.1. Limitation de la diffusion

La matrice extracellulaire exerce un role protecteur pour les cellules du biofilm en limitant
la diffusion des composés toxiques (Stewart, 1998). En effet, elle est composée d’acide
nucléique, de protéines et de sucres, elle présente des groupements fonctionnels chargés a savoir
carboxyllates (R-COQO-), phosphates (R-HPO,-), sulthydriles (R-SH), amines (R-NHs"),
phénolique (R-CsH4OH) et hydroxyles (R-OH) (Harrison et al.,, 2007). En fonction de leur
nature chimique, la diffusion des composés toxiques est affectée diftéremment, la pénétration
des antibiotiques polycationiques (aminoglycosides) est fortement ralentie dans un biofilm de
Pseudomonas aeruginosa, alors que les fluoroquinolones chargées négativement, diffusent
librement . De la méme maniere, la diffusion des ions métalliques est fortement ralentie, car ces
derniers sont séquestrés dans la matrice (Diels et al., 2009), les groupements fonctionnels de
cette derniére peuvent aussi directement réagir avec les composés toxiques et les modifier.
D’autre part, de nombreux produits métaboliques et enzymes sont présents dans la matrice

extracellulaire et peuvent réagir avec les composés toxiques. Les sulfites produits dans les
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biofilms par les organismes sulfato-réducteurs, coprécipitent par exemple avec les métaux
lourds. Les métaux coprécipitent aussi avec les carbonates (HCOs- et COs) produits durant la
respiration microbienne. Cependant, la matrice extracellulaire ne fait que limiter la pénétration
des composés toxiques et lors d’une exposition longue a un composé bactéricide, lorsque tous
les sites de fixation de la matrice sont saturés, ce mécanisme de défense est insuffisant et d’autres

mécanismes prennent le relai (Marchal, 2010).
1.2.4.2. Phénotype spécifique du biofilm régulé par quorum-sensing

Le développement d’un biofilm est associé a des changements physiologiques de I'ensemble
des cellules, ces changements physiologiques pourraient expliquer une partie de la forte
résistance aux composés antibactériens d'un biofilm. Les adaptations physiologiques
apparaissent apres l'attachement des cellules a la surface et durant toute la croissance du
biofilm et concernent la production d’exopolysaccharides, la morphologie des cellules et la
synthése des organelles de surfaces (Stewart et Franklin, 2008). Jusqu'a 50 % du contenu
protéique varient entre des cellules d'un biofilm mature et des cellules planctoniques.
Les cellules d'un biofilm synthétisent de maniére accrue les protéines impliquées dans la
résistance au stress oxydatif, la production d’exopolysaccharides et le métabolisme carboné.
En raison de la faible diftusion des composés toxiques dans le biofilm, il a été proposé que les
cellules y résident auraient plus de temps pour mettre en place les différents mécanismes de
réponse au stress que les cellules vivant a I'état planctonique. Les génes de la réponse au stress
sont induits dans les cellules d'un biofilm, I'activition de ce mécanisme en phases stationnaire
resulte en une augmentation de la resistance aux contraites environnementales telles que les
carences en nutriments, les dommages a 'ADN et le stress osmotiques et thermiques. Chez
P. aeruginosa, le facteur RpoS qui un regulateur principal de la réponse générale du stress,
est surexprimé d'un facteur 3 dans les cellules d’'un biofilm par rapport a une culture
planctonique en phase stationnaire. Chez E.coli, 'induction de ce facteur résulte en une
surproduction de tréhalose qui a un role d’osmoprotecteur et un surexpression de la catalses
(Liu et al, 2000). Ce phénotype spécifique est au moins en partie induit par le systéme
de quorum sensing. Ce systéme controle entre autres l'expression du facteur RpoS

(Drenkard, 2003).

10



Université 8 Mai 1945- Guelma

Département de Biologie

Master I : Biologie Moléculaire et Cellulaire (BMC)

Module : Interactions microbiennes

Chapitre I : Interactions entre microorganismes et milieu physique

I.2.4.3. Hétérogénéité phénotypique

L’hétérogénéité phénotypique d’une population bactérienne est cruciale pour sa survie sous
des pressions de sélection fluctuantes, cette diversité non liée a des modifications génétiques,
permet a une fraction de la population de résister a un stress éradiquant le reste des individus
et de recoloniser le milieu aprés levée de la pression. La résistance au stress, transitoire, car non
transmise aux générations suivantes, est considérée comme une tolérance phénotypique
(Dhar et McKinney, 2007). L’hétérogénéité phénotypique existe dans toutes les populations
bactériennes, mais également masquée par les approches classiques de culture. L'organisation
spatiale et les variations de la densité cellulaire entrainer la mise en place de gradients chimiques
en nutriments, oxygene, déchets métaboliques ou encore facteurs de signalisation. Conduisant
a la formation de microenvironnements. Ceux-ci favorisent I'augmentation de la diversité
physiologique de la population. Cette hétérogénéité peut étre spatialement organisée en
sous-population de cellules présentant des activités métaboliques différentes en fonction des
gradients chimiques. Elle peut aussi étre aléatoirement répartie dans le biofilm, car liée au
caractére stochastique des réactions chimiques cellulaires, et en particulier de 'expression des

geénes (Wimpenny et al., 2000).
1.2.4.4. Hétérogénéité génétique

Durant le développement d'un biofilm, des cellules mutantes (variantes) peuvent
émerger, elles se caractérisent par la morphologie des colonies qu’elles forment sur milieu
solide, leur phénotype est stable apres plusieurs repiquage. Les variations sont liées a des
délétions, mutations ou des polymorphismes d’un nucléotide simple dans divers genes, le plus
souvent codant la synthése de polysaccharides, aussi de mobilité ou de résistance au stress
(Boles et al., 2004). L’apparition de cellules mutantes est expliquée par deux mécanismes, le
premier est l'augmentation des échanges géniques entre les cellules du biofilm liée a
I'importante densité cellulaire par conjugaison ou par l'action des phages. Le deuxiéme
mécanisme fait intervenir les systémes de réparation de 'ADN. En effet, il a été observé chez
P.aeruginosa que les dommages a 'ADN causés par le stress oxydatif endogeéne 1ié a I'activité
respiratoire sont éliminés par le systéme de réparation des cassures d’ADN double brin.
Ce mécanisme de réparation a des conséquences mutagenes (Ponder et al, 2005) et son
inactivation empéche 'apparition de variants (Boles et Singh, 2008). Par ailleurs, les biofilm
de P.aeruginosa comprennent souvent des cellules hyper-mutantes. Ces cellules sont affectées

au niveau de leur systéme de réparation des mésappariements de 'ADN « Mismatch repair
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system », la présence de ces mutants conféré une multirésistance aux antibiotiques. De plus,
I'action de ces mécanismes de mutation combinée aux multiples pressions de sélection qui
s’exercent dans un biofilm entraine une augmentation rapide de la diversité. Les biofilms
représentent ainsi des points chauds de création de diversité (Macia et al., 2005 ; Stéwart et

Franklin, 2008).

I.2.5. Cinétique du développement des biofilms

La formation d’un biofilm bactérien peut étre découpée en trois étapes (Figure 02).
L'initiation correspond a l'adhésion des cellules sur la surface, la maturation c'est
développement de structures complexes organisées spatialement et le détachement soit des

cellules individuelles, soit des portions entieres de la communauté.

Attachment Growth Detachment 3

Figure 02 : Etape du développement d’'un biofilm bactérien (Stoodley et al, 2002).

1.2.5.1. Initiation d’un biofilm

L’étape d'initiation du biofilm nécessite le passage de la cellule d'un état planctonique a un
état sessile et va s’effectuer en réponse aux facteurs environnementaux. La régulation de la
mobilité joue un réle principal dans cette transition. L’adhésion a un support implique quant a

elle les structures et propriétés de la surface cellulaire (O’Toole et al., 2000).

a) Transition entre les états planctoniques et sessiles
e Role de la mobilité flagellaire et du chimiotactisme dans linitiation du
biofilm : La mobilité d’une cellule lui permet de coloniser des milieux en fonction des conditions
environnementales (Harshey, 2003), les procaryotes ont développé différents moyens de se

déplacer faisant intervenir entre autres les flagelles. La mobilité flagellaire joue par ailleurs un
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role essentielle dans l'initiation de la plupart des biofilms (Verstraeten et al., 2008) permettant
entre autres de surmonter les forces de répulsion existant entre la cellule et la surtace a coloniser
(Lemon et al.,, 2007). La mobilité flagellaire peut aussi contribuer a I'adhésion cellulaire en
augmentant la probabilité de contact entre la cellule et la surface (O’Neil et Marquis, 2006).
La mobilité flagellaire est le mode de locomotion le plus fréquent et est utilisé par de nombreux
organismes bactériens pour nager « swimming » en milieu liquides et pour se déplacer sur
les surfaces solides « swarming ». Les bactéries mobiles sont capables de ressentir les
variations de concentration des composés chimiques de leur environnement et d’y répondre. Le
chimiotactisme est I'ensemble des mouvements flagellaires d'une cellule dépendants d’un
gradient de concentration d’'une molécule donnée. Cette concentration, détectée au niveau de
récepteur chimiotactiques va jouer sur le sens de rotation du moteur du flagelle. Une rotation
dans le sens inverse des aiguilles d'une montre entraine une nage continue, alors qu’une rotation
dans le sens de aiguilles d'une montre est associée a un mouvement irrégulier entrainat un
déplacement net tres faible (Marchal, 2010).

e Role du monophosphate cyclique di-guanilique (c-di-GMP) : La production de
flagelles et la synthése d’exopolysaccharides étant des procédés mutuellement exclusifs, la
transition entre les états planctonique et sessile nécessite des changements physiologiques
(Kolter et Greenberg, 2006). Le monophosphate cyclique di-guanilique (c-i-GMP) est un
messager intracellulaire qui joue un roéle clé dans cette transition. En effet, il fonctionne comme
un messager secondaire en réponse a des signaux extracellulaire et régule les comportements
multicellulaires, la mobilité et la virulence de nombreuses especes bactériennes. En général, de
fortes concentrations en c-di-GMP coincident avec une augmentation d’adhésion liée a une
induction de la syntheése des fimbriae et de la capsule et une réduction de la mobilité par
diminution de la synthese et de la rotation du flagelle (Hengge, 2009). Le taux de c-di-GMP
est régulé par divers facteurs environnementaux, par chimiotactisme ou quorum-sensing

(Figure 03).
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Figure 3 : Structure et role des différentes fonctions physiologiques du c-di-GMP
(Hengge, 2009).

b) Adhésion a la surface

Une fois entamée, la transition de I'état planctonique a I'état sessile va nécessiter des
modifications physiologiques importantes qui vont faciliter I'adhésion de la cellule a une surface.
Ces modifications concernent la charge et les propriétés d’hydrophobicité de la surface cellulaire

ainsi que la synthese de protéines de la membrane externe (Goulter et al., 2009).

e Forces mises en jeu : ’adhésion d'une cellule a une surface est divisée en une étape
d’adhésion réversible et une irréversible. L’attachement réversible implique des forces faibles
(liaison van der Waals, électrostatique, interaction hydrophobes) entre la cellule et la surface.
A cette étape, les cellules sont facilement détachables par les forces hydrodynamiques du liquide
environnant. L'étape d’adhésion irréversible met en jeu des forces plus importantes, telles que
des liaisons hydrogenes, covalentes ou des interactions hydrophobes fortes. La perte des
flagelles et la synthese d’organelles d’adhésion telles que les fimbriae est souvent nécessaire
pour la fixation irréversible a proprement parler. A ce stade, le décrochage des cellules nécessite

des méthodes physiques ou chimiques plus drastiques (Goulter et al., 2009).

e Structure et propriétés impliquées dans I’adhésion : L’attachement d’une cellule

a un support est principalement fonction, outre de la nature du support méme, de la charge et
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des propriétés hydrophobes de sa surface ainsi que des structures protéiques qui s’y trouvent.
Ces fonction d’adhésion sont régulées par les facteurs environnementaux grace aux mécanismes
de quorum-sensing et au chimiotactisme. La charge nette de la surface est généralement
négative en raison des groupes carboxyles (-COO-) et phosphates (-PO4?-) qui se trouvent dans
les parois (Wilson et al., 2001). Les propriétés hydrophobes de la surface cellulaire liées a sa
composition varient en fonction des espéces, du stade de croissance et des conditions de culture,
I'’hydrophobicité est généralement estimée sur une population de cellules en mesurant soit
I'aftinité de la culture pour un solvant (Bellon-Fontaine et al, 1996) soit I'angle de contact
entre le tapis de cellules et un liquide (Van der Mei et al.,, 1998). Les polysaccharides de la
capsules peuvent aussi jouer un role dans I'adhésion de la cellule soit en accroissant ses capacités
adhésives s’ils sont hydrophobes, soit en les diminuant s’ils sont hydrophiles et masquent des
composants hydrophobes de I'enveloppe cellulaire (Goulter et al., 2009). Les proteines de la
memebrane externe, proteines memebranes ou lipoproteines, des bacteries Gram négatives
représentent environ 50 % en masse de la memebrane externe. Leur synthése et leur nature
affectent directement les propriétés de la surface cellulaire. Les flagelles peuvent servir de
structures adhesives, indépendamment de leur rotation (Kirov et al., 2004). Les fimbriae ou
pili participent a I'’hydrophobicité de la surface par leur forte proportion en acides aminés
hydrophobes. Les pili de type IV sont des fimbriae particuliers retrouvés chez les bactéries
Gram négatives et positives sont impliquées dans I'attachement des bactéries aux surfaces
(Pelicic, 2008). Les curli sont également un type de fimbriae particulier produits par certaines
entérobactéries dont E.colz. Leur synthése est accrue en condition de stress, ce qui a pour

conséquence d’augmenter les capacités d’adhésion de cellules (Boyer et al., 2007).

1.2.5.2. Formation et maturation des structures

a) Formation des microcolonies

Apres leur attachement irréversible sur une surface, les cellules forment des
zones de forte densité cellulaire, trois mécanismes permettant la mise en place de ces
agrégats cellulaires ont été proposés. Le premier n'impliquant aucune forme de mobilité
est la réplication clonale des cellules ayant adhéré irréversiblement a la surface
(Klausen et al, 2003). Le deuxiéme mécanisme est basé sur le fwitching, mouvement de
translocation de surface 1ié aux pili. Il permet le déplacement des cellules le long de la surface
et ainsi leur regroupement en microcolonies (O’Toole et Kolter, 1998). Le troisiéme

mécanisme de formation de microcolonies est basé sur le recrutement de cellules planctoniques
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au fur et a mesure du développement du biofilm. L'implication relative de ces trois mécanismes
dépend de la nature de I'organisme, de la surface a coloniser et des conditions physicochimiques.
Un modelé de formation de microcolonies a été proposé pour Pseudomonas aeruginosa (Figure
4), les microcolonies sont initiées par réplication clonale, les structure sont ensuite élargies
grace au fwitching qui permet a la souche de coloniser I'intégrité de la surface, la mobilité
flagellaire assure ensuite le développement tridimensionnel des structures (Barken et al,

2008 ; Klausen et al., 2003).

Figure 4 : Formation d'un biofilm microbien (Klausen et al., 2003)

b) Différenciation du biofilm et interactions entre les cellules

La morphologie des biofilms matures est tres variable, allant de la simple couche de cellules
a des architectures extrémes complexes, lors de la mise en place des structures
tridimensionnelles, les cellules subissent des différenciations physiologiques notamment
au niveau de leur activité de synthese des exopolymeres qui sont régulées par le quorum-
sensing. L'organisation tridimensionnelle des structures favorise ensuite la communication et

la coopération entre les cellules (Marchal, 2010).

e Caractérisation de la population d’'un biofilm mature : La régulation des génes
et le profil protéique diftérent fortement entre des cellules d'un biofilm mature et celles d’une
culture planctoniques (Stoodlley et al, 2002). Tout d’abord, les génes impliqués dans la
synthese d’expolysaccharides sont induits dans les cellules d’un biofilm, les expolysaccharides
assurant la cohésion et le maintien des structures. Par ailleurs, la biosynthese des
phospholipides et des lipopolysaccharides et le transport et la sécrétion membranaires sont
accentués assurant la synthése de la matrice extracellulaire. D’autre part, des variations dans

I'expression des protéines impliquées dans le métabolisme énergétique ont été observées.
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Cela est lié au fait que beaucoup de cellules du biofilm modifient leurs processus physiologiques,
passant par exemple d’'un métabolisme aérobie a un métabolisme anaérobie en réponse a la niche
particuliére qu’elles occupent au sein du biofilm (Stewart et Franklin, 2008). Enfin, des
mécanismes d’adaptation et de défense, tels que la réponse générale au stress régulée par le

tacteur RpoS sont induits dans le biofilm mature (Sauer et al., 2002).

e Role du quorum-sensing : Lors de la maturation des biofilm, des canaux d’eau
sont mis en place, ceux —ci améliorent d'une part le transfert des nutriments mais facilitent aussi
tous les phénomeénes de quorum-sensing. Le quorum-sensing joue en effet un role capital dans
la différenciation du biofilm et la coordination des activités de la communauté. Il intervient par
exemple dans I'induction de la synthese des exopolysaccharides. En effet, il a été démontré que
lors du développement du biofilm de P.aeruginosa des acyl homosérines lactones induisent une
surproduction d’exopolysaccharides (Sakuragi et Kolter, 2007).

e Interaction entre les cellules : La forte densité cellulaire d’'un biofilm mature
tavorise les échanges géniques, par l'intermédiaire de phage (Kirov et al, 2007) ou de
plasmides (Sorensen et al, 2005). Par ailleurs, l'organisation structurelle favorise la
coopération entre les cellules. Ainsi, dans un biofilm multi-spécifique, I'arrangement des cellules
facilite la juxtaposition d’organisme au métabolisme complémentaire. Dans un biofilm
monospécifique, T'architecture complexe installe des gradients physicochimiques. Cette
hétérogénéité de structure favorise le développement de sous-populations de cellules qui
accroissent la diversité de la population (Stewart et Frankil, 2008). Toutefois, la forte densité
cellulaire d’un biofilm entraine également des situations de compétition entre les cellules pour
les nutriments par exemple. Un biofilm est donc le résultat d’'un équilibre entre collaboration et

conflits (Nadell et al., 2009).

c) Evénement de mort et lyse cellulaire localisés

Un biofilm mature est formé de sous population de cellules aux états physiologiques
variables car soumises a différents conditions environnementale. Certaines vont par
exemple produire plus d’exopolysaccharides et d’autres enter en dormance voire mourir et
lyser. Les événements de mort et lyse cellulaire localisées sont fréquemment observés au cours
de I'étape de maturation d’un biofilm. Ils apportent des nutriments au reste de la population,
mais aussi de 'ADN qui est un composant structurel essentiel du biofilm. Ces événements
participent ainsi au développement et a la dispersion du biofilm. La mort et la lyse des cellules

sont deux événements indépendants plus au moins régulés en fonction des espéces bactériennes.
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IIs peuvent étre le résultat d’'une réponse hétérogene d’un biofilm a un stress environnemental,
controlés par des mécanismes de mort cellulaire programmée ou encore liés a des phénomenes

de fratricide (Stewart et Frankil, 2008).

e Mort et lyse cellulaire programmées : Les phénoménes de mort et lyse cellulaire
programmées se déroulant chez les eucaryotes les plus évolués ont pour role d’éliminer les
cellules endommagées afin que celles-ci ne devienneent pas une menace pour le reste de la
population (Bayles, 2007). Il a été proposé qu'un mécanisme similaire pouvait étre a I'origine
de I'élimination de certaines cellules bactériennes en réponse a des agents antibactériens. Les
événements de mort et lyse engendrés touchant la population bactérienne au centre des
microcolonies. Ce sont les zones de plus forte densité cellulaire du biofilm, et par conséquent

ou le quorum sensing régulant en partie ces mécanismes et le plus important (Lewis, 2001).

e Implication d'un bactériophage : La mort et la lyse cellulaire au sein d’un biofilm
peuvent aussi étre la conséquence de lactivation d'un bactériophage. Les genes des
bactériophages exprimés en condition de stress sont parmi les groupes de genes les plus induits
dans les biofilms. Chez P.aeruginosa, les génes codant pour le bactériophage filamenteux sont
83 fois plus transcrit dans les cellules d'un biofilm en réponse au quorum-sensing que dans une
culture planctonique (Whiteley et al, 2001). L'entrée du phage filamenteux en cycle lytique
conduit a la mort et a la lyse des cellules situées au centre des microcolonies du biofilm.
Ces événements influencent fortement le développement subséquent du biofilm, favorisent sa
dispersion et augmentent la diversité génétique de la population dispersée (Rice et al., 2007 ;
Webb et al., 2004).

e Cannibalisme et fratricide : LLa mort et la lyse d’une partie de la population d’un
biofilm peuvent aussi résulter de phénomeénes de cannibalisme ou de fratricide. De telles
situation ont été observées dans des biofilms de Bacillus subtilus et Enterococcus faecalis.
Exemple 1 : Chez Bacillus subtilis, la surfactine une molécule signal du quorum-sensing induit
la phosphorylation de la protéine régulatrice SpoOA. En fonction de son degré de
phosphorylation, celle-ci induit une synthése accrue d’exopolysaccharides accompagnée par la
production de deux toxines (Skf'et Sdp). Dans un biofilm, les cellules qui synthétisent les toxines
provoquent la mort et la lyse de leurs congéneres sensibles. I’augmentation en nutriments qui
résulte de ces événements favorise les cellules productrices d’exopolysaccharides et donc le
développement du biofilm. L’exposition d’un biofilm de Bezllus subtilis a des composés microbiens
entraine une réponse similaire de la population. Ce processus de mort cellulaire apparenté a du
cannibalisme et modulant le développement du biofilm semble donc correspondre a un

mécanisme de défense (Lopez et al., 2009 ; Engelberg-Kulka et al., 2006).
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Exemple 2 : Un mécanisme de mort cellulaire apparenté a un phénomene de fratricide a été
décrit chez Enterococcus faecalis. Une phéromone induit la co-synthése d'une gélatinases, enzyme
activant une protéine autolytique (AtlA) et d’'une protéine d'immunité, une sérine protéase
(SprE) qui empéche T'activation de la protéine autolytique. La réponse de la population du
biofilm a phéromone est bimodale, la sous-population cellulaire qui ne répond pas a la
phéromone est lysée suite a I'activation des protéines AltA par les gélatinases qui sont sécrétées
par l'autre partie de la population. L’ADN libéré lors de la lyse des cellules permet le

développement du biofilm (Thomas et al., 2009).

I.2.5.3. Dispersion du biofilm

Lorseque le biofilm a atteint une certaine densité cellulaire, 'accumulation de déchets
métaboliques toxiques et l'appauvrissement du milieu en nutriment rendent la dispersion
du biofilm bénéfique. Ce phénomaine permet ainsi aux cellules de migrer vers des
environnements plus favorables. La dispersion d’un biofilm a été observée en réponse a des
carences en carbone, azote ou oxygeéne (Gjermansen et al, 2005), ainsi qu'a un épuissement
en nutriments dans le milieu environnant (Hunt et al, 2004). Chez des souches du genre
Pseudomonas, i1 a été montré qu’une faible variation de la concentration en nutriments induit
la dispersion du biofilm. La faible concentration en oxygene dans les couches les plus profondes
d’un biofilm a aussi été associée avec une fréquence plus imporatnt d’événements de dispersion

chez Shewanella oneidensis (Thormann et al., 2005 ; Karatan et Watnich, 2009).
a) Dégradation de la matrice extracellulaire

La libearation d’enzyme extracellulaire dégradant la matrice du biofilm, par modification
des protéines ou digestion des sucres et des acides nucleiques qui la composent est un des
mécanismes conduisant a la dispersion des cellules.

e Dégradation des proteines extracellulaire : La libearation de protéases dans le
milieu extracellulaire conduit a la dégradation des appendices protéiques composant la matice
du biofilm (Lee et al, 1996). Chez P.putida, une cysteine protéiques (LapG) modifie LapA, une
proteine de surface. Le clivage de LapA entraine la liberation des cellules piégées dans la matrice
du biofilm. Chez S.aureus, des concentrations importantes en sérine protéase ont été retrouvées
dans le surganeant de culture d’un biofilm en cours de dispersion. Cette enzyme ayant pour
cible les proteines de surface, facilite la désagrégation du biofilm (Boles et Horswill, 2008).

Prailleurs, il a récemment été décrit que I'ajout d’acide aminés sur certains biofilm, dont ceux
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de B.subtilis, entraine la dispersion des cellules. Cette dispersion est accompagnée par le
déclanchement de fibres protéiques ancrées aux cellules et participant a la structure du biofilm.
Le mécanisme d’action des acides aminés sur le déclenchement de ces fibres n’est pas encore
élucidés (Kolodki-Gal et al., 2010).

e Dégradation des exopolysaccharides: En réponse aux  stimule
environnementaux, des enzymes libérées dans le milieu extérieur digerent les sucres composant
la matrice du biofilm et favorisent ainsi la dispersion de la population. Ainsi, chez P.aeruginosa,
I'alginase libérées par les cellules dégrade I'alginate de la matrice. La libération d’enzymes
dégradant les sucres peut étre accompagnée d’'une baisse de la production d’exopolyaccharides.
Par ailleurs, la B-hexosamidases peut étre utilisée pour disperser les biofilms pathogenes. En
effet, cette enzyme digere le poly-N-acetylglucosamine présent dans les biofilms de bactéries a

Gram négatives et positives (Karatan et Watnich, 2009).

¢ Digestion de TADN extracellulaire : ’ADN étant un composant essentiel des
biofilms, un biofilm peut étre artificiellement dispersé par ajout de DNase. Dans certains
biofilms, tels que celui de S.aureus, une thermonucléase est libérées par les cellules pour favoriser

leur dispersion (Mann et al., 2009).

b) Changement des propriétés de membrane

La modification des propriétés de membrane d'une cellule peut conduire a son détachement
du biofilm. La perte des pili de type IV ou la production de substances tensioactives, telles que
les rhamnolipides, entrainent le détachement des cellules par modification de leur propriétés de
surface (Karatan et Watnich, 2009). La présence de rhamnolipides dans un biofilm de
P.aeruginosa conduit par exemple a la dispersion des cellules situées au centre des

microcolonnies (Boles et al., 2005).

c) Remobilisation des cellules

La dispersion d'un biofilm peut étre assurée par la réactivation de la mobilité flagellaire
des bactéries, mobilité réprimée lors de I'initiation du biofilm (Purevdorj-Gage et al, 2005).
Chez E.coli, une carence en carbone induit la synthese de la protéine CsrA qui active a son tour
l'opéron fIhDC, opéron maitre de synthése du flagelle (Jackson et al., 2002). Ces événements
de remobilisation concernent souvent une sous-population de cellules localisée dans les cavités

formées au centre des microcolonies lors des événements de mort et lyse cellulaire. Cette sous-
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population accede au milieu extérieur via des points de passage dans le mur de cellules non

mobiles qui I'entoure (Tolker-Nielsen et al., 2000).

1.2.6.Facteurs favorisant la formation d’un biofilm

Les facteurs les plus importants contrélant la formation d’un biofilm sont :

I.2.6.1. Parametres hydrologiques

Les parametres hydrologiques englobent de nombreux facteurs, on peut noter
principalement la fréquence et I'intensité des crues, la vitesse du courant et la stabilité du
lit du cours d’eau. Les crues, en réinitialisant la dynamique des communautés, créent de
nouveaux cycles d'accumulation de biomasse et de succession d’espéces et peuvent ainsi

contribuer a augmenter la diversité des communautés (Biggs et Close, 1989).

I.2.6.2. Température

La température de 'eau présente des variations journaliéres et saisonniéres, outre son
influence directe qui est d’augmenter les taux de production du biofilm dans le cas de
températures élevées. Ainsi, la température du milieu a une forte incidence sur la sélection
et le développement des différentes espéces présentes dans le cours d’eau. Pour chaque espéce,
il existe une relation qui suit une courbe de Gauss (ou courbe en "cloche") entre son
développement et la température du milieu, avec une température optimale de croissance et une

température létale (Biggs, 1990).
1.2.6.3. Eclairement

La lumiére est un parameétre structurant pour la fraction autotrophe du biofilm, ce
parametre, décrit par son intensité et sa composition spectrale, peut devenir limitant dans
le cas des milieux aquatiques a fort ombrage ou présentant une importante turbidité, suite a une
crue par exemple. Les végétaux aquatiques peuvent également géner la pénétration de la

lumiére dans le cas d’un fort développement (Bishop, 1997).

1.2.6.4. Nature des supports de colonisation

L’adhésion des organismes benthiques dépend des caractéristiques des supports

disponibles. Les substrats de colonisation peuvent étre durs, comme les rochers et les plantes
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aquatiques, ou meubles comme la vase. Les caractéristiques des substrats qui peuvent influencer

le développement des biofilms sont (Garry et al, 1995) :

e Structure du substrat : une structure ouverte, c’est-a-dire permettant a I'eau et aux
organismes de circuler facilement, favorise I'accrochage et le développement des
organismes ;

e Stabilité du substrat : un substrat stable est plus hospitalier pour le développement
des organismes ;

e Rugosité du support : un support lisse désavantage I'accrochage des organismes
constitutifs du biofilm. Cependant, le nombre de cellules adhérentes n'augmente pas
systématiquement avec la rugosité moyenne de la surface, car il faut également

prendre en compte la taille et la morphologie des cellules.

I.2.6.5. Facteurs biologiques

Le périphyton est a la base de la chaine trophique et sert d’aliment principalement aux
macroinvertébrés qui seront ensuite, eux-mémes consommés par les poissons et les oiseaux.
L’action de prélévement des biomasses végétale et microbienne par les animaux pour leur
nourriture est nommée "broutage". Cette action de broutage expliquent souvent la plus grande

. - . \ _ . L.
partie des pertes de biofilm, mais n'apportent qu'une contribution minime durant les périodes

ou la température est plus faible et ot les brouteurs sont moins nombreux (Dukan et al, 1995).
1.2.6.6. Effets des nutriments

Les facteurs chimiques déterminants de la croissance du périphyton peuvent étre différents
au sein de chaque biotope : phosphore, azote, carbone, éléments traces, combinaison des facteurs
(Peterson et al, 1983). Cependant le phosphore et azote sont reconnus étre les parameétres
principaux. En outre, Borchardt (1996) souligne que lorsque la lumiére n’est pas limitante, ce
sont les nutriments qui constituent la ressource la plus déterminante pour le développement
des biofilms. Les enrichissements en nutriments stimulent la croissance du périphyton (Dodds
et al, 2002). Au niveau de la composition interne du périphyton dans les situations
oligotrophes, un apport en nutriments se traduit par une augmentation de la biodiversité. En
cas de situations eutrophes a hypereutrophes, il y a spécialisation et réduction de la richesse
spécifique. Un apport en continu d’éléments nutritifs et notamment de phosphore, peut inhiber

le développement de certaines espéces et réduire ainsi la biodiversité. En ce qui concerne la
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quantité de biofilm, l'entrée d’éléments nutritifs dans le milieu a généralement pour

conséquence une augmentation des biomasses périphytiques (Benmoussa, 1995).

1.3. Etat viable non cultivables

L’état dit Viable mais Non Cultivable (VNC) a été proposé pour la premiére fois en 1982,
par le laboratoire de Rita Colwell de I'université du Maryland. Cette équipe montra que des
cellules de Escherichia coli et de Vibrio cholerae étaient toujours vivantes bien qu'incapables de se
multiplier sur un milieu gélosé (Xu, et al., 1982). Il a été décrit que pour étre considérée comme
viables, des cellules devaient conserver une intégrité membranaire, une activité enzymatique,
et la capacité a avoir une activité métabolique. En général, les cellules viables sont capables de
former des colonies sur milieux gélosés, et lorsqu’elles perdent cette capacité, elles sont alors
usuellement considérées comme mortes. Cet état métabolique particulier dit VNC décrit des
cellules toujours actives métaboliquement, mais dans l'incapacité de se multiplier, notamment
sur les milieux gélosés qui permettent leur quantification habituellement. Cet état métabolique
a été proposé comme une stratégie des cellules pour résister aux conditions environnementales
difficiles, notamment pour les bactéries ne formant pas de spores, qui n’ont pas de systéme de
survie assuré par les endospores. Il est important de noter que pour dire d'une cellule qu’elle est
en état VNC, il faut que celle-ci soit capable de redevenir cultivable si les conditions

environnementales s’améliorent : il s’agit de la « ressuscitation » ou réanimation (Oliver, 1993).

1.3.1. Bactérie viable non cultivable

Les bactéries a I'état VBNC sont incapables de les cultiver sur les milieux de culture
conventionnels mais possédent néanmoins une activité métabolique. Cet état est complexe et sa
définition tres controversée. En effet, cette définition s’applique a deux états physiologiques
différents et peut correspondre a des bactéries (Yamamoto, 2000) :

e Potentiellement réplicatives c'est-a-dire pouvant retrouver leur capacité a cultiver
si des conditions spécifiques sont rencontrées ; ce qui conduit a la ressuscitation ou le réveil des
cellules. Ce réveil est la démonstration de 'existence d’un I'état VBNC chez I'espéce bactérienne
considérée. Dans ce cas, I'état VBNC constituerait donc une stratégie de survie vis-a-vis des

conditions défavorables de I'environnement (Colwell, 2000).

e En phase de transition, de la vie vers la mort cellulaire, dans laquelle ces bactéries
possedent encore des signes d’activité métabolique et de respiration mais se dégradent

progressivement (Yamamoto, 2000).
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Des transformations cellulaires telles que la réduction de la taille des cellules, la diminution
de la quantité d’ARN, la condensation du cytoplasme, I'incapacité a se multiplier ou encore la
réduction de l'activité métabolique caractériseraient cet état VNC (Tangwatcharin et al,
2006). Cet état survient majoritairement dans la phase de survie, apres la phase stationnaire.
Plus de 60 especes bactériennes sont décrites comme étant capables d’entrer a I'état VNC,
incluant de nombreux pathogénes humains, Gram positifs (Lzsteria monocytogenes, Interococcus,
Micrococcus luteus, ...) et Gram négatifs (E. coli, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus, Legionella
pneumophila, Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Pseudomonas, Helicobacter pylori, ...)
(Tableau 02). Cet état intervient lorsque ces microorganismes sont exposés a différents stress

comme la diminution de la quantité de nutriments disponibles, la température, la salinité, la

teneur en oxygene (Gauthier, 2000).

Tableau 02 : Condition de formation et de réveil de I'état VNC chez différents bactéries
(Rell et al, 1998).

Micro-organismes

Condition de formation VBNC

Resuscitation

Aeromonas salmonicida
Campylobacter jejuni
Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Legionella pneumophila

Micrococcus luteus
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Salmonella enteritidis
Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus

Yersinia ruckert

Conservation dans l'eau de riviere stérile
al1s°C

Absence d’éléments nutritifs apres la phase
stationnaire durant 4 — 6 semaines.

Absence d’éléments nutritifs par conservation
dans de 'eau autoclavée.

Absence d’éléments nutritifs par conservation
dans du tampon phosphate.

Absence d’éléments nutritifs par conservation
dans de 'eau distillée a 30 °C.

Conservation de la souche bactérienne a la
phase stationnaire a température ambiante
Absence d’éléments nutritifs apres la phase
stationnaire.

Conservation dans un milieu minimum &
25 °C.

Absence d’éléments nutritifs par conservation
dans une solution saline a 21 °C.

Absence d’éléments nutritifs par conservation
dans une solution saline a 15 °C.
Conservation dans un milieu minimum a 3,5
°C.

Conservation dans de I'eau de riviére stérile a
6 ou 18 °C.

Utilisation d’'un milieu riche.

Resuscitation de certaines souches apres
leur injection dans des souris
Resuscitation aprées leur injection dans
des lapins.

Resuscitation aprés une co-culture avec

Tetralymena  pyriformis (protozoaire
unicellulaire).
Resuscitation par culture dans un
surnageant de culture actives.
Resuscitation par une filtration dans des
conditions d’anaérobiose.

Utilisation d'un milieu dépourvu de

Carbonne.

Utilisation d’un bouillon de lactose.
Utilisation d’un court choc thermique.
Utilisation d’'un milieu riche.

Utilisation d’un milieu riche.

- : Absence d’information
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1.3.3. Facteurs influencant I’état VNC

1.3.3.1. Carence en nutriments

L’état VBNC a été décrit pour la premiére fois chez différentes souches de Legionella
pneumophila serogroupe 1 en 1987, suite a la découverte dans des échantillons provenant du
Stafford District General Hospital tres peu de temps apres une épidémie de 1égionellose, de
légionelles non détectées sur milieu gélosé mais détectées grace a une méthode de comptage
direct utilisant des anticorps fluorescents (DFA) (Hussong et al., 1987). Cette équipe a supposé
que ces bactéries, a I'image de ce qui avait été découvert chez Vibrio cholerae en 1985, devaient
étre a I'état viable non cultivable. Par conséquent, ils ont étudié la croissance et la survie de
deux souches de L. pneumophila (dans de I'eau du robinet a 4 °C et / ou 87 °C. Il s’est avéré que
ces bactéries devenaient non cultivables apreés 74 et 40 jours a 4°C et 37°C respectivement mais
étaient toujours fortement détectées par les anticorps fluorescents et semblaient toujours
viables. Des tests d’infection d’oeufs embryonnaires de poulet ont montré que ces bactéries
étaient capables de retrouver leur capacité a cultiver sur milieu gélosé mais que la virulence de
ces bactéries a I'état VNC était cependant réduite envers ces oeufs embryonnaires par rapport
aux cellules cultivables (Colwell et al, 1985). Dix ans plus tard, Steinert et al. (1997), en
réalisant une expérience, il montré que des légionelles incubées dans de I'eau du robinet stérile
a 25°C pendant 125 jours perdaient la capacité a former des colonies sur milieu gélosé ; mais
possédaient encore une activité métabolique. Ces mémes cellules cocultivées a 37 °C avec
Acanthamoeba castellanii, protozoaire largement répandu dans I'environnement, ont retrouvé

leur capacité a cultiver sur milieu gélosé apres 24 heures d’incubation.

1.3.3.2. Influence de la température

La température de I'eau est sans doute un des parameétres les plus importants gouvernant
la présence des bactéries puisqu’elle influence a la fois sa multiplication et sa survie. En effet,
il est admis que cette bactérie se multiplie dans le milieu hydrique a des températures
comprises entre 25 °C et 42 °C et qu'elle a la capacité d’y survivre entre 6 et 66 °C. Lorsque la
température atteint des valeurs supérieures a 40 °C, la quantité de bactéries cultivables diminue
de fagon importante en fonction du temps d’incubation bien qu'une activité métabolique soit

maintenue (Ohno et al, 2003).
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1.3.8.3. Influence de la teneur en oxygene dissous

Les légionelles sont des bactéries aérobies ; elles exigent pour leur croissance la présence
d’oxygéne a une teneur supérieure a 2,2 mg/1. Legionella pneumophila ne se multiplie que dans
des conditions aérobies (6,0 a 6,7 mg/1 d'oxygene dissous). Dans ces conditions, la population
bactérienne augmente de 1 log aprés 7 jours d'incubation a 85°C. Par contre, pour des teneurs
moins élevées en oxygene (1,7 a 2,2 mg/l d’oxygene dissous), aucune multiplication n’a pu étre
observée ; au contraire, a partir de 7 jours d’'incubation a 85°C a ces teneurs, la population

bactérienne diminue de 0,5 log, puis de 1,7 log au bout de 28 jours (Wadowsky et al, 1985).

1.3.3.4. Influence du pH

La croissance des bactéries dans l'eau potable, a été observée a des pH compris
entre 5,5 et 9,2 avec un optimal a pH 6,9 (Wadowsky et al, 1985). Les travaux menés par
Ohno et al. (2003) ont montré qu’il existait une relation entre la température et le pH pour
la survie de cette bactérie : plus le pH s’éloigne de la neutralité et moins la survie est importante,
et pour un pH donné, la survie baisse quand la température s’éléve. Par exemple, a pH 10,0 a
42°C, les légionelles perdent rapidement a la fois leur cultivabilité et leur activité métabolique
alors qu'a pH 5,0 a la méme température, la cultivabilité est perdue mais I'activité métabolique
est maintenue pendant au moins 61 jours (les bactéries sont dans un état VNC). A pH 6,0 et 8,0,

a la méme température, la cultivabilité est lentement perdue.
1.3.3.5. Influence de la salinité

Des travaux portant sur I'effet conjugué de la salinité et de la température sur la croissance
ont montré que pour des températures comprises entre 4 et 20 °C, les variations de
concentration de sels ont peu d’'influence sur la croissance bactérienne. Exemple : sur cette
gamme de température, Legionella peut survivre dans des solutions allant jusqu’a 38 % de salinité.
Par contre, pour des températures plus élevées, une corrélation a été observée entre
I'augmentation de la concentration en NaCl et la réduction du nombre de cellules. Aussi pour
des températures de 30 °C et 37 °C, les fortes concentrations en sels (supérieures a 1,5%)

provoquent une forte diminution du nombre de cellules (Heller et al., 1998).
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1.3.3.6. Traitements oxydants

De nombreuses études ont été menées sur I'impact des traitements (chlore, chaleur,
ozone, UV, monochloramine). La plupart d’entre elles, basées simplement sur des analyses de
cultivabilité, montre une action efficace des traitements sur la réduction et I'inactivation des
bactéries (Cunliffe, 1990). Cependant, en utilisant un marqueur de viabilité en complément
des méthodes de culture sur milieu gélosé, ont montré que des traitements au chlore utilisés
pour désinfecter des tours aéroréfrigérantes étaient capables d’'induire la production de
bactéries viables non cultivables. Récemment, Garcia, et al. (2007), ont mené une étude sur
sept souches de L. pneumophila cliniques et environnementales traitées par 256 mg/L
d’hypochlorite de sodium. Cette étude a montré que des souches qui n’étaient plus cultivables
apres le traitement par 'hypochlorite de sodium étaient capables de retrouver leur capacité a
se multiplier aprés avoir été mis en présence d’ Acanthamoeba polyphaga (protozoaire). Ce qui

confirme la présence de VBNC apres traitement avec I'hypochlorite de sodium.

I.3.4. Modifications physiologiques et morphologiques

Les cellules en VNC diftérent des cellules cultivables par de nombreuses caractéristiques
cellulaires : taille, structure de la membrane, synthese I’ADN, d’ARN, de protéines et I’'ATP.
En effet, pour mieux comprendre les changements engendrés au sein d’une cellule par I'entrée
en état VNC (Beumer et al., 1992), de nombreuses études sur les bactéries ont été menées et

elles peuvent étre resumées comme suit :

En ce qui concerne le dispositif énergétique de la cellule, il a été montré un maintien de la
synthése d’ATP, d’un point de vue morphologique, les cellules en état VNC sont pour la plupart
de taille inférieure a des cellules cultivables. Chez V. cincinnatiensis par exemple, les cellules en
état normal sont souvent sous forme de spirale d’environ 1,8 um de long, alors que les cellules
en état VNC évoluent graduellement vers une forme coccoide, avec un rayon moyen de 0,2 um
Chez V. vulnificus, les cellules cultivables font 2 um de longueur et seulement 0,6 um de diamétre
en état VNC (Lindbick et al.,, 2010).

En ce qui concerne la structure de la surface cellulaire, des modifications de composition
ont été observées, notamment chez V. vulnificus au niveau de la composition en acides gras, ce
qui suggere une capacité a modifier la fluidité membranaire lors d’un passage en état VNC. Des

modifications protéiques de la composition de la surface cellulaire ont aussi été observées chez
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Helicobacter pylori et une modification du peptidoglycane d’E.coli lors de 1’état VNC a

également été mise en évidence (Day et Oliver, 2004).

En ce qui concerne les protéines cellulaires, il a été montré que la synthése protéique ne
s’arrétait pas au cours de 1’état VNC, et méme que la production de certaines protéines absentes
en état normal de croissance pouvait apparaitre. Toutefois, aucune protéine n’a pu étre mise en
évidence comme spécifiquement liée a I’entrée en état VNC (Muela, et al., 2008). Enfin, les
teneurs d’ADN et d’ARN présents dans les cellules en VNC semblent étre modifiés aussi, il a
été montré que le niveau de synthése de I’ADN et de I’ARN était diminué en état VNC (Nilsson,
etal., 1991).

1.3.5. Virulence

La plupart des microorganismes pour lesquels I'état VNC a été étudié sont des bactéries
pathogénes, certains des génes exprimés correspondent a des toxines, il semble donc que les
souches restent virulentes méme en état VNC. Des facteurs de virulence sont conservés
chez Helicobacter pylori, avec murG codant une glycosyltranstérase. Cette enzyme est impliquée
dans la formation du peptidoglycane chez des cellules VNC d’ Enterococcus faecalis. Ces résultats
laissent a penser que la paroi qui a un role essentiel dans le maintien de la virulence des bactéries,
est également impliquée de pres dans 'entrée des cellules en VNC. Un autre géne impliqué dans
la virulence des bactéries est RpoS. Ce gene est impliqué dans le maintien de la virulence de

E. coli en état VNC (Signoretto, et al., 2002).

1.3.6. Ressuscitation

Pour qu'une population soit considérée comme VNC, il faut qu'elle puisse ressortir
de cet état et regagner sa capacité a se multiplier : on parle alors de « réanimation » ou
« ressuscitation ». L’hypothése de I'état VNC est basée sur le fait que les cellules sont capables
de retrouver leur capacité a se multiplier, et donc retrouver un métabolisme normal lorsque les
conditions environnementales s’améliorent. Cette ressuscitation a fait 'objet de forts débats
(Nystrom, 2001), puisque certains suggerent que la reprise de cultivabilité est due a la présence
et a la reprise de croissance de quelques cellules au métabolisme normal résiduelles dans une
population majoritairement VNC. Mais la récupération de la division cellulaire chez une
population de cellules en VNC a été décrite de fagon non ambigiie pour de nombreuses bactéries

(Zhong, et al., 2009). Pour certaines especes, I'élimination du stress environnemental peut
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suffire a entrainer la sortie des cellules, alors que pour d’autres bactéries, il est nécessaire
d’ajouter des nutriments au milieu pour engendrer la sortie de VNC. Par exemple, la bactérie
V. vulnificus qui entre en VNC avec des températures faibles, peut en sortir simplement
par augmentation de la température de culture (Oliver et Bockian, 1995). Pour d’autres
bactéries pathogenes I'injection de cellules VNC dans un héte provoque une ressuscitation
des cellules. C'est le cas pour Legionella pneumophila chez I'amibe Acanthamoeba polyphaga
(Garcia, et al., 2007).
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II. 1. Signaux et communication

Le systétme de communication bactérien appelé Quorum-sensing (QS), découvert
initialement sur des bactéries marines bioluminescentes (Ruimy et Andremont, 2004). Le OS
a été découvert dans les années 70 au cours de I'étude de la bioluminescence. Plus précisément,
cette étude était consacrée a la production de bioluminescence par une bactérie marine, Vibrio
fischeri vivant en association avec une sépiole Euprymna scolopes (Nealson et al., 1970).
L’émission de bioluminescence permet a la seiche de se camoufler atin d’échapper a ses
prédateurs en imitant le rayonnement lumineux du soleil et de la lune dans I'océan. Ce
phénomene est appelé la contre illumination. Lorsque la bactérie Vibrio fischer: vit a I'état libre
dans I'eau de mer au sein du bacterioplancton et qu’elle n’est pas en densité suffisante, elle
n’émet pas de luminescence, car la faible quantité de molécules signal produit diffus librement
dans I'eau de mer. Par contre, lorsque la bactérie Vibrio fischeri colonise I'organe photophore de
la seiche (Ruby et Lee, 1998), elle se multiplie dans un espace restreint dans lequel les cellules
bactériennes arrivent a la quantité seuil de cellules dans la colonie et déclenchent I'expression
des genes impliqués dans la production de la bioluminescence. Chaque matin I'animal expulse
une partie de la colonie bactérienne de Vibrio fischer:, pour éliminer les cellules bactériennes
sénescentes et éviter d’émettre de la lumiere lorsqu’elle va se reposer au fond de 'océan. Elle ne
conserve que 5 % des bactéries qui se multiplient jusqu’a ce que la colonie atteigne a nouveau le
soir venu la quantité seuil de cellules permettant d’atteindre le quorum de molécules signal.
L’expression des génes de 'opéron Lu.x est alors activée et les bactéries émettent simultanément
de la lumiére. C'est le confinement des bactéries dans I'organe de la sépiole, limitant la diffusion
des molécules signal bactérienne dans le milieu extérieur qui permet d’atteindre rapidement le
quorum (ou concentration seuil) de cellules bactériennes et de molécules signal nécessaire a
l'activation de l'opéron [ur. Cette premiére molécule signal bactérien a été nommée
autoinducteur de type 1 (AI-1). Elle a été mise en évidence chez une bactérie a Gram négatif et
identifié en 1981 comme étant une acyl-homoserine lactone. Puis en 1984, c’est le géne codant
I'enzyme de la voie de biosynthese qui a été mis en évidence. Enfin en 1994, le nom de quorum
sensing apparait pour la premiére fois, depuis d’autres types de molécules signal impliqués
dans le mécanisme de quorum sensing ont été mis en évidence chez des bactéries a Gram négatif
et positif. Le QS apparait comme une caractéristique répondue chez les cellules bactériennes

(Engebrecht et al., 1983).
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II. 2. Quorum sensing bactérien

Le QS est un mécanisme de signalisation intercellulaire favorisant la coopération
bactérienne intra et interspécifique, ce mécanisme moléculaire permet aux bactéries de
communiquer entre elles via des molécules dites signal. Ces derniéres sont synthétisées grace a
des enzymes, ce systeme repose sur la densité de cellules bactériennes présentes dans la colonie
et sur la quantité de molécules signal présent dans I'environnement proche de ces bactéries
(Miller et Bassler, 2001). La quantité de molécules signal est directement liée au nombre de
cellules bactériennes dans la colonie, ainsi dans 'environnement ou elles se situent, lorsque la
densité bactérienne de la colonie augmente, la concentration de molécules signal augmente par
voie de conséquence, jusqu'a atteindre un certain seuil ou quorum a partir duquel l'activité
bactérienne en question est activée ou bien supprimée selon le cas (Water et Bassler, 2005).
Certains phénotypes bactériens gouvernés par le mécanisme de QS sont dépendant de la densité
cellulaire de la population ainsi que la concentration en molécule signal. En eftet, lorsque les
molécules signal sont en quantité suffisante elles se lient a leur récepteur protéique
intracellulaire et 'ensemble se comporte en facteurs de transcription en se fixant a 'ADN pour
réguler les genes ciblés. Dans le cas d’autoinducteur de type 1, il entraine une surproduction de
molécule signal ayant pour effet d’amplifier le phénoméne. Un endroit confiné favorise
I'augmentation de la concentration en molécules signal alors qu'un endroit ouvert favorise leur
diffusion et ne permettant pas d’atteindre le quorum. Ces molécules signal produites et détectées
a de faibles concentrations (1 pmol et 1 umol) par les bactéries. Un grand nombre de bactéries
possedent plusieurs voies de QS qui sont souvent interconnectées. Ce systéme coordonne et
synchronise I'expression d’'une multitude d’activités bactériennes au sein de la communauté par
exemple la formation de biofilm, la nodulation, I’émission de bioluminescence, la production de
facteur de virulence, la mobilité, le transfert ’ADN et la production de produits extracellulaire.
La population bactérienne agit donc ainsi dans un intérét commun. De plus, le QS permettrait
également aux bactéries de vérifier la présence d’'un nombre suffisant de cellules dans la colonie
afin que T'expression d'une activité bactérienne couteuse en énergie comme celles citées ci-

dessus ne soit pas vaine et que son impact soit maximisé (Doberva, 2016).

II. 2.1. Phénotypes régulés par quorum sensing chez les bactéries

La communication entre bactéries permet aux populations bactériennes de coordonner
leurs réponses, d’agir comme un organisme pluricellulaire (Waters et Bassler, 2005). Ce qui

leur confére un avantage écologique lorsqu’il s’agit d’utiliser des sources nutritives complexes,
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d’accéder a certaines niches écologiques et de se défendre. Le QS permet la régulation et la

synchronisation de nombreuses activités bactériennes, certaines sont présentées ci-apres :
I1.2.1.1. Nodulation

La nodulation est la formation de nodules ou boursouflures au niveau des racines de
certaines plantes, ces nodules contiennent de bactéries du genre Rhizobium qui vivent en
symbiose avec la plante et qui lui permettent d’avoir acces a de I'azote sous forme de NH4". La
mise en place de ces nodules est directement liée a la densité de cellules bactériennes présentent
dans le sol. Cette activité est régulée par les acyl-homoserine lactones ou Al-1 et la
bradyoxetineou (CDF). Ce type de phénomeéne n’a jamais été observé dans 'environnement

marin (Yang et al, 2009).
I1.2.1.2. Facteur de virulence

La production de facteur de virulence est gérée par le mécanisme de QS chez plusieurs
bactéries a Gram — et a Gram + tels que : Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Ralstonia
salanacearum, Staphylococcus aureus et Bactllus cereus. Ce mécanisme permet a ces dernieres de
maximiser leur impact vis-a-vis de leur hote. Les molécules signal impliquées dans la
régulation de ce processus sont I'Al-1, le POQS (Pseudomonas Quinolone Signal), le PAME
(8-hydroxy Palmitic Acide Methyl Ester) et enfin I'AIP (Auto-Inducing Peptide) pour les
bactéries a Gram + (Flavier et al, 1997). Chez les bactéries marines appartenant au genre
Vibrio la régulation de I'expression de facteurs de virulence par le QS a clairement été établie

(Milton et al., 2006).
11.2.1.3. Mobilité bactérienne

Le QS régule aussi la mobilité bactérienne qui comporte deux types : la nage et I'essaimage.
La mobilité bactérienne est possible d’une part, grace a la présence de flagelles et d’autre part,
a la sécrétion de biosurfactants permettant la diminution de la tension de surface qui sont
régulés par le mécanisme de QS (Zan et al,, 2015). La construction d’un flagelle est basée sur
la voie de QS reposant sur les Al-1, alors que celle de biosurfactants depend des Al-2 (Auto-
inducteur de type 2). Ces deux activités sont également liées a la formation du biofilm
puisqu’elles permettent la colonisation d’une surface par les bactéries (Daniels et al, 2004).
Par exemple, la mobilité bactérienne est controélée par le QS chez la bactérie du genre Yersinia

connu par sa grande pathogénicité (Atkinson et al, 2006). En milieu marin la régulation de la
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mobilité bactérienne  a été mise en évidence chez les bacteries du genre Ruegeria qui vit en

association avec les éponges (Zan et al., 2015).
I1.2.1.4. Fructification

La fructification est une activité bactérienne décrite chez les Delta-Proteobacteria du sol
comme : Myzxococcus xanthus. Elle consiste par la formation d'un corps de fructification en
réponse a un manquement de nutriments dans le milieu. Le corps de fructification est formé
par l'agrégation de plusieurs cellules bactériennes et porte des spores. Plusieurs signaux
protéiques nommés A, B, C, D et E seraient impliqués dans ce processus, seuls les signaux A et
C ont été caractérisés. Ce phénotype et sa régulation par QS n’ont pas encore été explorés

dans I'environnement marin (Konovalova et al., 2012).
II.2.1.5. Transfert d’ADN

Chez les bactéries, 3 modes de transfert d'ADN sont connus: la conjugaison,
transformation et transduction. Les 2 premiers sont connus pour étre régulés par le QS.
L’exemple le plus connu de conjugaison bactérienne est celui d’Agrobacterium tumefasciens, une
bactérie pathogene qui induit la formation d’une tumeur au niveau du collet des plantes. La
bactérie transfére son plasmide Ti aux cellules de la plante et c’est I'expression des génes portés
par ce plasmide qui favorise la formation de la tumeur. Ce plasmide comporte notamment deux
geénes, tral qui code une Al-1 synthase et traR qui code pour le récepteur a 'Al-1 (Sabater et
al., 2002). Le transfert ' ADN est aussi géré par le mécanisme de QS basé sur les AI-1 chez la
bactérie marine Rhodobacter capsulatus. La transformation bactérienne a été bien caractérisée
chez Streptococcus pneumoniae chez qui I'accumulation de I’AIP (Auto-Inducing Peptide) permet

I'activation des génes impliqués dans la compétence bactérienne (Lee et Morrison, 1999).
I1.2.1.6. Biofilm

Les bactéries peuvent vivre de maniére libre ou bien attachées a des surfaces ou elles
peuvent former un biofilm. Celui-ci constitué d’'une matrice extracellulaire produite par les
bactéries elles -mémes, leur confére une protection face aux agressions extérieures (organisme
bactériovores, molécules antibactériennes....). La construction et I'inhibition de ce biofilm sont
régulées par le QS basé sur les AI-1. Une des bactéries les plus étudiées pour la formation de
biofilm est Pseudomonas aeruginosa qui est responsable d’infections nosocomiales récalcitrantes

en milieu hospitalier (Heiby et al, 2010). La formation de biofilms a aussi été mise en évidence
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chez des bactéries marine de la famille des Rhodobacteraceae. De plus, la formation de
biofilms régulés par QS en milieu marin est souvent la premiere étape du phénomene de
biofouling ou colonisation des surfaces par des microorganismes et des macroorganismes

(Elifantz et al., 2013).
11.2.1.7. Produits extracellulaires

Les OS controle la production de différents produits extracellulaires tels que : des enzymes,
toxines, antibiotiques, sidérophores et pigments (Schuster et al, 2003). La régulation de la
production de pigments par le QS basé sur les AHL ou Al-1 a été mise en évidence chez la
bactérie Chromobacterium violaceum, et également chez la bactérie marine Phaeobacter
gallaeciencis. La synthése d’antibiotiques est contrdlée par les AHLs, il a été mis en évidence
chez les bactéries des genres Burkholderia qui produit des phénazines. Serratia qui produit la
pyrrolnitrine. Erwinia qui syntheése un carbapenem et enfin chez la bactérie du sol a Gram +,
I'activité des Streptomyces est gérée par le GBL (Gamma Butyro Lactone). De plus la bactérie
marine Phaeobacter gallaeciencis régule la production d’acide tropodithiétique grace aux

mécanismes de QS basé sur les AI-1 (Doberva, 2016)
I1.2.1.8. Incorporation du phosphore

Le QS basé sur 'Al-1 et AI-2 régule I'acquission du phosphore par les cyanobactéries
marines a partir du phosphore organique dissous présent dans 'environnement marin. Les Al-
1 favorisent 'activité ATPase et donc 'incorporation du phosphore alors que les AI-2 limitent

cette activité (Hmelo et al, 2011).
I1.2.1.9. Morphologie cellulaire

La morphologie des cellules de Dinoroseobacter shibae, une bactérie marine (famille :
Rhodobacteraceae) vivant en association avec un dinotlagellé est sous I'influence des AHLs. En
effet, lorsque la bactérie ne plus produire du AHL sa morphologie est constante. Alors que,
lorsqu’elle en produit elle peut prendre différentes formes en fonction de son environnement

(Patzelt et al., 2013).
I1.2.1.10. Bioluminescence

Déja vus (Chapitre II. §. I.1. Signaux et communication).
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I1.2.2. Molécules signal chez les bactéries

Les molécules signal varient selon les espaces bactériennes, elles peuvent étre résumées

comme suit :

e Auto-inducteur de type 1 (AI-1) : Les acyl-Homo-Sérine-Lactone ou AHLs, sont les
auto-inducteurs de type 1(Al-1), ils sont produit principalement par les bactéries a Gram
négatifs. Les AHLs sont efficaces a des concentrations tres faibles autour de 0,1 a 400 nM
(Galloway et al, 2011). L'enzyme clé de la voie de biosynthese des AHLs est AHL synthase,

cette enzyme est codée par 3 familles de genes luxl, ainS et hdtS (Fuqua et Greenberg, 2002).

e L’auto-inducteur de type 2 (AI-2): a été identifié plus récemment, et permet une
communication entre les bactéries a Gram — et +, deux formes ont été isolée a partir de
Vibrio harveyi et Salmonella typhimurium. L'enzyme clé dans la synthése d’AI-2 est codé par

le géne [uzS (Doberva, 2016).

¢ Les Auto-inducteur de type 3 (AI-3): sont présent chez les entéropathogenes de
type Entero- Hémorragique Escherichia coli (EHEC), le géne luxS serait également impliqué
dans la voie de synthese de AlI-2. Cet autoinducteur serait reconnu par les cellules intestinales

des mammiferes (Walters et Sperandio, 2006).

e Cholerae auto-inducteur (CAI) : Le CAI est une molécule signal synthétisé par une
enzyme CqsA, cette molécule signal est produite par de nombreuses especes du genre Vibrio et

elle participe a la régulation de la production des facteurs de virulence (Doberva, 2016).

¢ Le 3-Hydroxy Palmitic Acid Methyl Ester (PAME) : Le PAME est une molécule
signal volatile produite par une bactérie du sol Ralstonia solanacearum. L'enzyme clé de la
biosynthese est une Sadenosyl methionine dependent methyl transferase codée par le géne phcB.

Le PAME entainent 'expression des facteurs de virulences (Flavier et al., 1997).

e Pseudomonas Quinolone Signal (PQS) : Le POS est un signal moleculaire présent
chez le genre Pseudomonas, il est codé par gene pgsH. Il permet I'activation de 'AHL synthase
(McRnight et al., 2000).

¢ DiKetoPiperazines (DKPs): Les DKPs sont des signaux moléculaires capables

d’activer les récepteurs des AHLs, plusieurs espéces sont capables d’émettre ce signal comme :
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Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii et Vibrio spp. Ces DRPs ont un effet
antifongique, de méme se signale permet l'activation des geénes codant une protéine

membranaire et la toxine du cholerae (Jimenez et al., 2012).

¢ Diffusible Signal Factor (DSF): Le DSF a été mis en évidence chez Xanthomonas
campestris, une bactérie du sol qui ne produit pas les AHLs, puis chez d’autres bactéries comme
Burkholderia cenocepacia, Xylella et Stentrophomonas. Ces DSF régulent la production des facteurs

de virulences (Atkinson et Williams, 2009).

e Butyrolactone (GBL) : Les GBL sont produit par des bactéries a Gram + telles que
Streptomyces et permettent la régulation de la production des antibiotiques. Les génes scgd et

scgX sont impliqués dans la production de GBL (Slattery et al., 2001).

e Facteur A/B/C/D/E : L'espéce Myxococcus xanthus (Delta proteobacteria) utilise une
molécule signal formée de 5 peptides nommés facteur A/B/C/D/E. Parmi ces derniers, seuls
les facteurs A et C ont été identifiés. Les génes impliqués dans la synthese de ces protéines sont
asg pour le facteur A, bsg pour le facteur B, csg pour le facteur C, dsg pour le facteur D et esg

pour le facteur E (Konovalova et al, 2012).

e Auto-Inducing Peptides (AIP) : Les bactéries a Gram + utilisent des signaux d’AIPs,
plusieurs types ont été identifiés chez le genre Streptococcus qui lui permet de réguler sa capacité
a absorber de 'ADN. Chez Enterococcus faecalis et Staphylococcus aureus, ils favorisent la
régulation des facteurs de virulences. Chez Bacillus subtilis il controle la sporulation (Doberva,

2016).

e Bradyoxetine (CDF) : La CDF est une molécule produite par I'espece Bradyrhizobium
Japonicum, elle est détectées chez plusieurs autres bactéries des alpha Proteobacteria (Loh
Carlson et al., 2002), le géne impliqué dans la biosynthése n’a pas encore été identifié. La CDF
serait activée par une faible quantité de Fe®* et une forte densité cellulaire, cette molécule signal
permettrait la régulation de la nodulation chez les légumineuses (Jitacksorn et Sadowsky,

2008).

e Acide indole 3 acétique (IAA) : L'TAA est une molécule de communication permettant
aux bactéries marines d'interagir entre elles et avec les diatomées marines. Cette molécule et
également une hormone végétal appelée auxine, qui sert de messager chimique entre les cellules

du végétal (Doberva, 2016).
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e Acide tropodithietique (TDA): Le TDA est une molécule ayant des propriétés
antibiotiques qui est produite par plusieurs bactéries marines de la famille des Rhodobacteraceae.
La voie de biosynthese de cette molécule est codée par les génes tda, cycl, malY, paalJK et
tdaH. La famille des Rhodobacteraceae produisent le TDA lorsqu’elles forment les biofilms

(Doberva, 2016).

I1.3. Interactions et dynamique des populations microbiennes

11.3.1. Définition

On désigne par dynamique des populations, 'ensemble des individus d’'une méme espéce
vivant dans un méme milieu et pouvant se reproduire entre eux. Sur une telle population, il sera
possible de définir des phénomenes globaux de multiplication et de mortalité a partir desquels
on décrira et on suivra dans le temps des variables dites démographique a savoir la durée de vie

et I'abondance des especes (Frontier et Pichod-Viale, 1990).
I1.3.2. Cinétique de croissance des populations bactériennes

Depuis la premiére description de Buchanan (1918), il est classique de distinguer
plusieurs phases dans la croissance des cultures bactériennes. Ces phases sont caractérisées par
certaines valeurs ou variations de la vitesse de multiplication. On reconnait classiquement sept
phases successives (Figure 05) :

1. Phase stationnaire initiale ou phase de latence. Elle est caractérisée par une vitesse de
multiplication nulle. Cette phase correspond a une période d'adaptation de la bactérie a son
nouvel environnement de croissance. La durée de cette période dépend de la nature du milieu
d'accueil, de l'état physiologique des cellules et éventuellement de la densité bactérienne
(Winslow et Wilson, 1939).

2. Phase d'augmentation de la vitesse de croissance qui passe plus ou moins rapidement
de zéro a sa valeur maximale. Cette phase est considérée par certains auteurs comme faisant
partie de la phase de latence (Monod, 1958).

3. Phase de croissance a vitesse constante maximale ou phase de croissance exponentielle.
Elle se présente sous la forme d'une portion linéaire lorsque 1'on représente 1'évolution du
logarithme de la concentration bactérienne ou de la biomasse en fonction du temps. Pour une
bactérie donnée, la valeur de cette vitesse de croissance maximale dépend des caractéristiques
du milieu de culture (Buchanan, 1918).

4. Phase de diminution de la vitesse de croissance qui progressivement devient nulle.
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5. Phase stationnaire maximale ou plus simplement phase stationnaire qui correspond a
un arrét de la croissance, la culture atteint alors sa densité maximale. Le ralentissement puis
I'arrét de la croissance sont dus a 1'épuisement d'une substance nutritive ou a toutes autres
modifications des propriétés du milieu de culture le rendant impropre a la croissance des micro-
organismes (Monod, 1958).

6. Phase de début de décroissance (Monod, 1958).

7. Phase de décroissance a vitesse constante (Monod, 1958).

log x A

th

-
temps

Figure 05 : Courbe de croissance bactérienne et ses différentes phases (Buchanan, 1918).

La cinétique de croissance des cultures bactériennes est donc essentiellement composée
d'une phase de latence suivie d'une phase exponentielle puis d'une phase stationnaire. Les
microbiologistes utilisent classiquement les paramétres suivants pour caractériser ces
différentes phases : la densité cellulaire initiale (20), le temps de latence (/ag), la vitesse de
multiplication maximale (umax) ou le temps de génération (7g) et la densité maximale atteinte
(zmax). Le temps de latence, lag, est classiquement défini par Lodge et Hinshelwood, (1943)
comme étant l'intersection de la droite correspondant a la phase exponentielle (en cordonnées
semi-logarithmiques) avec la droite horizontale passant par la concentration initiale x0
(Figure 06). Buchanan et Cygnarowicz (1990) ont récemment proposé de définir le temps de
latence comme étant le point d'accélération maximale de la vitesse de multiplication. Ces deux
définitions peuvent aboutir a des valeurs différentes de la durée de la phase de latence en
fonction du modele utilisé pour décrire la cinétique de croissance, nous retiendrons donc dans
la suite de cette étude la définition classique du temps de latence. La vitesse de multiplication

ou taux de croissance maximum (Umax), est la pente correspondant a la phase exponentielle (en
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coordonnées semi-logarithmiques). Les microbiologistes utilisent également le temps de
génération, (Tg), qui est lié au taux de croissance maximum par la relation: 7'g=1In 2 / p max

(Zwietering et al., 1992).

stationnaire

exponentielle

latence
In x;

'
f(;tg temps

Figure 06 :Principales phases de la courbe de croissance bactérienne (Zwietering et al., 1992).

IL.4. Succession microbienne : conséquence pour la biodégradation des composés
organiques et en agronomie

I1.4.1. Succession microbienne

Avant de parler de la succession, il est nécessaire d’entamer la dispersion et la colonisation.
Afin de pouvoir disséminer d’un habitat a un autre, les microorganismes doivent pouvoir
survivre dans les conditions de non croissance tout le long de leur transfert, un grand nombre
de bactérie présente des formes de transport et de survie, comme les endospores et les
conidiospores, qui présentent leurs fonctions vitales pendant plusieurs jours, semaines ou
années. D’autres microorganismes peuvent survivre pendant de longue période dans les déchets
fixés aux serres des oiseaux, dans leur tube digestif ou au sein des matieres végétales et animales
qu’ils ont ingéré. Ces oiseaux servent de vecteurs intercontinentaux aux microorganismes. Les
microorganismes les mieux étudiés pour leurs capacités de migration sur de longues distances
sont les champignons, dans des conditions favorables de dispersion, leurs spores peuvent étre
transportées sur plusieurs kilomeétres. Chez les ruminants, la dissémination et la colonisation
revétent un autre aspect. Ils entretiennent dans leur estomac une riche communauté de bactéries

anaérobies (Perry et al, 2004).
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I1.4.2. Conséquence pour la biodégradation des composés organiques et en agronomie

Le terme matiéres organiques regroupe l'ensemble des constituants organiques morts
ou vivants d’origine végétale, animale ou microbienne transformés [27]. La biodégradation est
la dégradation moléculaire d'une matiére organique résultant de I'action de micro-organismes,
cette derniére peut étre qualifiée de primaire ou biodégradation fonctionnelle, c’est la
biodégradation partielle d'une substance organique. Ou bien de biodégradation totale, ou
biodégradation ultime, c’est la biodégradation compléte de la structure moléculaire avec
formation de dioxyde de carbone, d'eau, de méthane (en anaérobiose), de dérivés minéraux ou

de constituants des microorganismes (Kuenemann, 1991).

I1.4.2.1. Activités microbiennes dans les sols

L'activité des micro-organismes du sol ne se manifeste que si les conditions énergétiques
et nutritionnelles sont satisfaites, les nutriments doivent répondre a 3 besoins : fournir de
I'énergie pour la croissance, fournir des matériaux pour la synthése des constituants cellulaires
et étre utilisables comme accepteurs des électrons libérés au cours de la production d'énergie
(Figure 07). Les conditions environnementales affectent l'activité des microorganismes
du sol (Tableau 03), beaucoup de ces conditions sont contrdlables et peuvent étre modifiées
pour augmenter la biodégradation des composés organiques, si cela est nécessaire

(Sims et al., 1990 ; Bidaud, 2013).

Accepteur d’électron

Donneur d’électron \
Cellule bactérienne

II

Nutriments organiques et inorganiques Produits finaux ou intermédiaires du métabolisme

Figure 07 : Schéma général de I'activité microbienne (Bidaud, 1998).
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Tableau 03 : Optima des conditions environnementales pour la croissance microbienne
(Sims et al, 1990).

Facteurs environnementaux Niveaux optimum

Eau 25-85 % de la capacité de rétention de I'eau, potentiel hydrique =
0,01 MPa

Oxygéne Meétabolisme aérobie : oxygene dissous > 0,2 mg/L.

Meétabolisme anaérobie : oxygene dissous < 1 %.

Potentiel redox Aérobie et aérobie facultative : > 50 mV.

Anaérobie : < 50 mV, pH = 5,5 -8,5.

Nutriments Suffisament d’azote, de phosphore et d’autres nutriments pour ne
pas inhiber la croissance microbienne (le ratio C: N : P est de 120 :

10: 1).

Température 15-45°C

I1.4.2.2. Processus généraux de biodégradation des composés organiques

Les micro-organismes, et particulierement les bactéries, sont présents dans tous les sols, ils
représentent la voie majeure de dégradation des composés organiques issus des végétaux.
L'introduction relativement soudaine de xénobiotiques (pour la plupart des molécules organiques)
ou le stockage massif de composés naturels peut dépasser la capacité de dépollution de 1'écosystéme
perturbé. Cela résulte en 'accumulation des polluants a des niveaux préoccupants, voire dangereux
Les processus de biodégradation se développent en général spontanément dans le sol, mais certains
nécessitent une phase plus ou moins longue d'adaptation a la dégradation de ces différents produits

(Gottschalk and Knackmuss, 1993).

a) Adaptation a la dégradation : La capacité des populations microbiennes de s'adapter a la
dégradation des composés organiques incluent la sélection naturelle de mutants possédant les
enzymes de dégradation avec des spécificités de substrat larges, ou méme avec de nouvelles
activités métaboliques. Le phénomeéne d'adaptation peut étre défini comme les changements
intervenant a la suite d'une perturbation et visant a rétablir un nouvel équilibre dans la
communauté microbienne (Aelion et al, 1987). Dans le cas de l'adaptation génétique des
microorganismes, l'évolution correspond a un processus de mutations spontanées des voies
métaboliques préexistantes ou bien a l'expression de nouvelles capacités cataboliques codées
sur des fragments d'ADN, généralement des plasmides, acquis par les microorganismes

(Van der Meer et al.,, 1992). L'adaptation des micro-organismes dépend de nombreux
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facteurs environnementaux, comme la concentration de matiéres organiques, le temps

d'exposition, la densité en microorganismes et le pH (Comeau et al., 1993).

b) Principaux processus de biodégradation: Différant processus impliqués dans la
biodégradation ont été définis, ce sont la minéralisation, le cométabolisme, la polymérisation et
les effets secondaires de l'activité microbienne. La biotransformation d'une molécule peut faire
intervenir un ou plusieurs processus simultanément ou successivement et conduire a la
formation de diftérents produits issus du métabolisme d'un ou plusieurs microorganismes.
L'amplitude de la transformation dépend de différents facteurs biotiques et abiotiques,
comme la température, I'humidité, le pH et la concentration de l'oxygene dans le sol

(Bollag et Loll, 1983). Les principaux processus impliqués sont :

La minéralisation: C'est la conversion d'une molécule organique en constituants
. . (] . Vd . : N Z :
inorganiques, c'est donc le processus le plus intéressant, car il conduit a une épuration
totale du milieu. La matiére organique est utilisée comme source de carbone et d'énergie. La
minéralisation a lieu lorsqu'un composé organique est attaqué par les mécanismes cellulaires
cataboliques et anaboliques. Les organismes responsables tirent en général profit des réactions
de minéralisation : une croissance microbienne est attendue et une partie du carbone
initialement dans la molécule organique est en général incorporée dans la biomasse

(Madsen, 1991).

Le cométabolisme : C’est la modification fortuite d'une molécule par une enzyme qui agit
sur une autre molécule (substrat primaire). Le substrat primaire est le support de la croissance
de micro-organismes qui produisent une ou plusieurs enzymes de faible spécificité agissant aussi
sur le substrat cométabolisé. Ce dernier est en général faiblement altéré et n'entre pas dans
les chemins cataboliques et anaboliques de la cellule microbienne. Par conséquent, I'organisme
responsable ne profite pas des réactions de cométabolisme. La croissance microbienne n'est pas
un corollaire et on n'attend pas d'accélération des réactions de cométabolisme. Toutefois,
d'autres organismes peuvent étre capables de minéraliser les produits du cométabolisme

(Alexander, 1981).
La polymérisation: Les molécules organiques ne sont pas toujours dégradées

directement mais polymérisées. Dans ce processus, les molécules s'associent avec elles-mémes,

ou avec d'autres xénobiotiques et des composés naturels. Elles sont alors incorporées a la
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matiére organique du sol et peuvent étre relarguées de maniére incontrdlée suivant l'activité

microbienne du sol (Bollag et Loll, 1983).

La biodégradation non-enzymatique : Les micro-organismes peuvent contribuer a la
dégradation de la matiére organique de maniére indirecte, l'activité microbienne se traduit
souvent sous la forme d'une acidification ou d'une alcalinisation (cycle de l'azote) du milieu
environnant. Aussi, elle pourra entrainer des modifications de pH qui provoqueront des

hydrolyses acides ou alcalines de certains composés (Bollag et Loll, 1983).
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L’interaction est un caractére fondamental du vivant tout comme le métabolisme, elle
prend des formes diversifiées particuliérement chez les microorganismes, ces derniers
interagissent non seulement entre eux mais aussi avec des plantes et les animaux. Une
interaction désigne un processus impliquant des échanges ou des relations réciproques entre
deux ou plusieurs éléments (espéces, groupes...) dans un écosystéme (relations interspécifiques),
ou entre deux ou plusieurs individus d'une méme population (relations intraspécifiques)

(Ricklefs et Miller 2000).

ITI.1. Différents interactions biologiques

Aucune espéce ne vit seule dans son environnement : elle interagit avec celui-ci mais aussi
avec les autres especes présentes qui forment avec elles une communauté. Les interactions
interspécifiques sont une des clés de fonctionnement et de structuration des écosystémes et
aussi un des moteurs de l'évolution via les pressions sélectives dont elles font l'objet.
Le tableau 04, représente les principales catégories d'interactions selon leurs effets nets sur
chacun des deux participants, pour cela on distingue trois grands types d’effets entre espeéces :
(+) : bénéfique pour le partenaire considéré ; (—) : nocive, négative pour le partenaire ; (0):

neutre, sans effets (Bronstein, 2015).

Tableau 04 : Principales interactions biotiques (Combes, 2001).

Interactions

Mutualisme

0 Commensalisme
Bénéficie

+ o+ 4| >

- Parasitisme

- - Compétition

I1 apparait évident que les interactions entre espéces jouent un roéle central dans le
fonctionnement et 1'évolution des écosystemes, les flux de matiere et d'énergie notamment
sont influencés par les relations trophiques. De méme, la structure des communautés (richesse
et composition spécifique, abondances relatives), bien que fortement dépendante des conditions
abiotiques (conditions climatiques, disponibilité en lumiére, eau, nutriments), est également
influencée par les interactions interspécifiques qui y ont lieu. Enfin, les interactions entre

espéces sont un moteur de diversité. En eftet, chaque partenaire peut exercer des pressions de
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sélection sur l'autre, affectant ainsi la survie et/ou la reproduction. En réponse a ces pressions,
une des espéces partenaires peut subir une modification de traits susceptible d'influencer a son

tour des traits de 'autre espece (Begon et al, 2006).
III.1.1. Parasitisme

Le parasitisme est une interaction durable entre deux organismes d’especes diftérentes
dont T'un tire bénéfice (le parasite) au détriment de l'autre (I'hote) (Léveque et Mounolou,
2008). Certaines maladies des plantes sont causées par des champignons et des virus qui
pénétrent souvent par des blessures, ainsi que de nombreuses bactéries foliaires sont
phytopathogenes. Exemple 1 : Erwinia amylovora responsable du « feu bactérien » sur poirier
et pommier, Xanthomonas campestris agent responsable des 1ésions et nécrose sur le limbe.
Exemple 2 : Agrobacterium tumefaciens est une bactérie retrouvée dans les sols, c'est un parasite

des végétaux responsable d'une maladie appelée galle du collet (ou en anglais :  crown-gall).
II1.1.2. Symbiose

La définition de la symbiose évolua lorsque pour la premiere fois, Alfred William Bennett
en 1877 (botaniste britannique) puis Anton de Bary en 1979 (botaniste, microbiologiste et
mycologue allemand, étudiant notamment les lichens) proposérent une nouvelle fagon
d’employer le mot « symbiose » pour définir un nouveau type d’interaction entre deux
organismes. La notion de « bénéfices mutuels » vint compléter cette définition initiale de la
symbiose et la nouvelle définition fut progressivement acceptée a partir de 1881. Finalement,
les scientifiques de I'époque s’accordérent a définir ce phénoméne comme un état durable
d’associations physiques d’au moins deux organismes appartenant a des especes différentes

parmi lesquelles au moins 'un en tirent des bénéfices (Perru, 2006).
I1I.1.2.1. Commensalisme

Le commensalisme est une interaction symbiotique ott I'un des deux micro-organismes en
tire un bénéfice mais I'autre n’en tire ni avantage, ni inconvénient (Léveque et Mounolou,
2008). Exemple: La bactérie chimiolithotrophe nitritante Nitrosomonas transforme
I’ammonium en nitrite alors que la bactérie chimiolithotrophe nitratante Nitrobacter transforme
le nitrite en nitrate. Par conséquent Nitrobacter dépend de ce que Nitrosomonas lui fourmi alors

que le bénéfice que cette derniere tire de la présence de Nitrobacter est moins évident.
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II1.1.2.2. Mutualisme

Le mutualisme est une association symbiotique entre deux espéces vivantes a bénéfices
réciproques, dans le cas d'une association obligatoire, la relation est appelée symbiose (Léveque
et Mounolou, 2008). Exemple 1 : Dans le sol, les bactéries de la rhizosphere (exemple
Azotobacter et Frankia) tixent I'azote et produisent des composés azotés utilisés par les plantes.
En échange, la plante excréte au niveau des racines des sucres, des acides aminés et des
vitamines qui stimulent la croissance des bactéries. D’autres bactéries dites rhizobia développe
une symbiose avec des plantes 1égumineuses au niveau de nodules sur les racines ou les tiges,
ces bactéries fixent a I'intérieur de ces nodules I'azote atmosphérique utilisé par la plante et en
échange cette derniére leur assure les sucres, les acides aminés et les vitamines issus de la
photosynthese.

Exemple 2: Au niveau du gros intestin, E.coli synthétise de la vitamine K et certaines
vitamines, ces vitamines passent dans le sang circulant qui les distribue aux cellules qui ont
besoin. Une autre bactérie, Bifidobacterium bifidus, dégrade des déchets issus du métabolisme du
cholestérol et des acides biliaires. En échange le gros intestin fournit aux bactéries les
nutriments essentiels a leur survie.

Exemple 3 : Certaines bactéries colonisent le jabot d’'un oiseau folivore (consommateur de
teuilles), le Hoazin (Opisthocoms hoasin). Ces bactéries permettent la digestion de la cellulose des
teuilles, de la méme maniére que dans le rumen des ruminants. En échange le jabot fournit aux
bactéries I'habitat et les nutriments essentiels a leur survie.

Exemple 4 : Des bactéries bioluminescentes comme Photobacterium sont souvent associées a des
poissons ou des invertébrés marins. Ces bactéries sont hébergés dans des organes spécifiques
chez leurs hotes et émettent une luminescence grace a une protéine particuliére : la luciférase.
Cette luminescence est utilisée par l'animal lors de divers comportement comme la

reproduction, l'attraction des proies ou la dissuasion de prédateurs.

II1.1.3. Compétition

La compétition fixe une limite aux possibilités de colonisation microbienne d’un biotope.
Dans ce type d’interaction, deux ou plusieurs micro-organismes ont une méme ressource
environnementale limitée qu’il s’agisse d'un élément nutritif ou d’espace vital. La compétition
permet la diversité microbienne. En effet, elle modifié 1'équilibre entre les populations en
stimulant des populations microbiennes a diversifier leur capacité métaboliques (Léveque et

Mounolou, 2008).
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II1.1.4. Cométabolisme

Les bactéries ont en général des systémes métaboliques complémentaires. En effet d’apres
Prescott et al. (2008), certains isolats bactériens du sol incapables individuellement de
métaboliser des composés polycycliques aromatiques, mais qui deviennent capables de la faire
quand ils sont cultivés en consorsium. Ce dernier est un ensemble de souches capables de
compenser les inhibitions provoquées par un composé en le dégradant, ou bien quand le produit

d’une souche est utilisé comme substrat par une autre souche.

III.2. Interactions micro-organismes / végétaux

Divers types d’association sétablissent entre les plantes et les microorganismes, les

interactions les plus importantes sont décrites ci-dessous :
II1.2.1. Symbiose légumineuse

La symbiose légumineuse est une association durable entre deux étres vivants et dont
chacun tire bénéfice, cette association n’a rien d’obligatoire, car les bactéries peuvent étre
cultivées séparément et la plante peut pousser sans ces bactéries. Elle présente néanmoins un
caractére bénéfique trés net pour la plante-hdte, qui utilise pour son propre compte 'azote
atmosphérique fixé par les Rhizobium, de son co6té la bactérie trouve dans la nodosité un milieu
nutritif favorable que la plante met a sa disposition. Ce type de symbiose a une grande
importance économique pour I’homme, car nous savons que I'apport d’azote par la fixation

racinaire est loin d’étre négligeable pour I'agriculture (Dommergues et Mangenot, 1970).
II1.2.1.1. Fixateurs d’azotes symbiotiques

La fixation d’azote par des bactéries symbiotiques introduit chaque année dans les cycles
biologiques 120 millions de tonnes d’azote (Davet, 1996). Le cas le plus connu concerne la
fixation de l'azote dans les nodosités des Fabaceae par les Rhizobium (Protobacteriaceac)
(Laberche, 2004). Ces bactéries sont responsables de I'apparition des nodosités mais peuvent
vivre dans la rhizospheére, particulierement au voisinage des racines des plantes. Elles peuvent
parfaitement persister a I'état saprophytique mais dans ce cas, fixent peu ou pas d’azote (Davet,
1996). De nombreuses bactéries, appartenant a des groupes taxonomiques treés différents sont
capables de fixer I'azote atmosphérique indépendamment d’une relation symbiotique. Parmi ces

bactéries autonomes fixatrices d’azote, on compte certaines bactéries appartenant aux genres
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Azotobacter, Beijerinckia, Klebsiella, Bacillus, Azospirillum, Clostridium, Rhodospirillum,
Chromatium, Methanococcus. De méme certaines cyanobactéries des genres Gloeothece, Nostoc,
Anabaena, Aulosira, Scytonema, Plectonema, Oscillatoria. La quantité totale d’azote fixé par les

bactéries libres, chaque année, représente environ 50 millions de tonnes (Liittge et al., 2002).

I11.2.1.2. Rhizobia

On appelle rhizobia toutes les bactéries qui sont capables d’induire la formation de
nodosités sur les racines ou tiges des plantes légumineuses ou ils entreprennent la fixation
symbiotique de 'azote. A T'état libre, les rhizobia vivent dans le sol et particuliérement dans la

rhizosphere au voisinage des racines (Sahgal et Johri, 2003).

II1.2.2. Processus de colonisation

La mise en place de la symbiose fixatrice d’azote entre les bactéries Rhizobium et leurs
plantes-hotes est un phénomene complexe, au cours duquel les bactéries doivent effectuer en
paralléle deux processus: l'infection des racines de la plante-hote et l'induction d'une
organogenese, qui conduit a la différentiation d'un nouvel organe, la nodosité (Figure 08). Le
nodule est un organe vascularisé, qui abrite les symbiotes bactériens, leur assure les conditions
nécessaires a I'activité fixatrice d’azote et favorise les échanges nutritifs entre les partenaires.
Les rhizobia doivent étre capable de pénétrer dans les tissus de I'hote et y induire la nodulation,
on dit quils doivent étre infectifs (Dommergues et Mangenot, 1970). Chez de nombreuses
légumineuses, on a pu distinguer dans I'infection et la formation des nodules quatre phases

principales :
II1.2.2.1. Phase de pré-infection de la racine

Dans la phase de pré-infection, le processus commence par un échange de signaux
moléculaires complexes entre les génomes de la plante-hote et la bactérie. Cette phase

comprend elle-méme deux étapes (Tourte et al., 2005) :

e Multiplication des Rhizobium dans la rhizosphere de la légumineuse : Les
graines en germination de la légumineuse et la partie apicale des racines excrétent des
flavonoides qui attirent et stimulent de fagon sélective les rhizobia présents dans
I'environnement (chimiotactisme). Il est évident que la densité élevée des rhizobia dans la

rhizosphére est favorable a l'infection des racines ; néanmoins, quelques centaines de bactéries
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peuvent infecter convenablement un systéme racinaire (Davet, 1996 ; Dommergues et

Mangenot, 1970).

e Pré-infection proprement dite: Les rhizobia s’attachent a l'extrémité des poils
racinaires par un mécanisme d’accrochage probablement da a la présence de lectines (protéines
agissant comme récepteurs) au niveau des racines qui interagiraient avec les polysaccharides
de surface bactérienne compatibles. Ils sont impliqués dans l'attachement de cette bactérie
aux racines de sa plante-hodte, ainsi il se produit une déformation caractéristique du poil
absorbant appelée “curling” ou crosse de berger (recourbement des poils racinaires)

(Dommergues et Mangenot, 1970).
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Figure 08 : Formation d'un nodule de racine dans une légumineuse infectée par
Rhizobium (Tortora et al., 2003).

II1.2.2.2. Infection et la genése du nodule

L’infection consiste en la pénétration des rhizobia en différents points du systéme racinaire,
les bactéries emprisonnées a l'intérieur de la crosse vont alors pénétrer a I'intérieur du poil
absorbant et donner naissance a une structure tubulaire, appelée filament ou cordon d’infection.

Ce filament d’infection progresse a l'intérieur du poil absorbant, «guidé» par le noyau de la
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cellule qui se déplace vers la base du poil, puis a travers le cortex de la racine. Simultanément,
la présence de bactéries déclenche l'expression de genes dont les produits (nodulines)
provoquent la différenciation de certaines cellules du cortex interne, situées a proximité des
filaments d’infection. Celles-ci se divisent activement et s’organisent en un méristéme dont le
fonctionnement est a l'origine de la formation du nodule. L'infection n’est de toute fagon
possible que pendant un délai relativement court, de 'ordre de huit a dix jours apres la formation
des racines. Celles-ci deviennent graduellement résistantes a cause d'une modification de la

constitution chimique des parois cellulaires (Duhoux et Nicole, 2004).
II1.2.2.3. Phase de maturation nodulaire ou phase intracellulaire

Cette phase est marquée par l'invasion des cellules tétraploides (situées dans la zone
centrale du méristétme nodulaire) par les bactéries libérées par la rupture des vésicules qui
apparaissent sur les cordons d’infection. Ce mécanisme, identique a une endocytose, aboutit a la
formation de cellules-hotes trés volumineuses contenant des bactéries entourées d’une
enveloppe dérivée du plasmalemme de la cellule-hote : la membrane péribactéroide (Blondeau,
1980). La composition de la membrane péribactéroidienne differe de celle de la cellule-hote.
Elle permet des échanges entre la bactérie et le cytoplasme de la cellule-hote. Elle assure a la
bactérie une protection contre les mécanismes de défense que la plante pourrait mettre en ceuvre
pour lutter contre un envahisseur intracellulaire. Une fois libérées dans le cytoplasme de la
cellule-hote, les bactéries s’y multiplient une ou plusieurs fois avant de subir des changements
morphologiques et se présenter en un aspect apparemment modifié auquel on a attribué le nom
de bactéroide (Oke et Long, 1999). Une nouvelle unité fonctionnelle est réalisée, le
symbiosome, qui comprend le bactéroide, l'espace péribactéroidien, et la membrane
péribactéroidienne. Cette transformation en bactéroides s’accompagne d'une augmentation du
taux d’ADN, d’un bouleversement métabolique, d’'un arrét des divisions qui est concomitant a
la synthese de la nitrogénase et la mise en route d’'une assimilation de 'azote (Dommergues et
Mangenot, 1970). Quand la nodosité est bien formée elle comporte au centre, une région
centrale totalement infectée, ou les cellules de I'hote sont gonflées, bourrées de bactéroides et
contiennent en solution dans leur cytoplasme une molécule proche, par sa structure et sa
fonction, de I'hémoglobine des vertébrés, de couleur brun rouge, la leghémoglobine (leg pour
légumineuse). Ce pigment ne pénetre pas dans le cytoplasme des bactéries, il reste dissout dans
le cytosol. Cest une caractéristique de l'activité des nodules. C'est une chromoprotéine
appartenant a la famille des nodulines, qui assure le transport de 'oxygeéne vers les bactéroides

et permet sa diffusion sous faible pression. Ce subterfuge permet le déroulement normal des
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processus métaboliques, sans inactiver la nitrogénase (Dommergues et al, 1985). La synthese
de la leghémoglobine résulte d'une coopération : I'information génétique pour la synthese du
groupement prosthétique (héme) se trouve dans ’ADN des bactéries et celle pour la synthese
de la partie protéique (globine) est contenue dans 'ADN des cellules-hétes. En fournissant la
partie protéique de la leghémoglobine, la plante semble se charger d'une part importante du
travail. Elle peut collaborer aussi a la syntheése de 'heme dans la mesure ot celle-ci est déficiente

du coté bactéroidien (Liittge et al., 2002).
II1.2.2.4. Phase de dégénérescence

Durant cette phase, il y a un déclenchement des activités protéolytiques, la leghémoglobine
se dégrade en biliprotéines, ce qui provoque le verdissement des nodosités qui dégénerent. Les
membranes des symbiosomes seront désagrégées, les bactéroides digérés par les cellules
végétales, ces dernieres liberent les bactéries dans le sol, et la plante résorbe les produits

résiduels (Laberche, 2004).

I11.2.3. Agrobactéries

Les agrobactéries sont des bactéries naturellement présentes dans les sols. Elles
appartiennent aux genres Agrobacterium, si elles acquiérent le plasmide Ti (Twumor inducing),
elles peuvent devenir pathogéenes, provoquant la Galle du Collet. Cette maladie se traduit par
I'apparition d’'une tumeur au niveau du collet de la plante, cette tumeur est provoquée par le
transfert a la plante d'une portion d’ADN du plasmide Ti. Du fait de leur importance
économique, ces bactéries ont été étudiée d'un point de vue phytopathologique et surtout elles
ont beaucoup intéresse le domaine de la biotechnologie. En eftet, le plasmide Ti, qui porte les
geénes de virulence chez Agrobacterium, a permis la construction des plantes génétiquement
modifiées consistant en l'insertion de genes d'intérét dans 'ADN du plasmide Ti pour étre

transféré au génome de la plante (Conn, 1942 ; Valentine, 2003).

II1.2.3.1. Plasmide Ti et pathogénie

La galle du collet est liée a la présence dans les bactéries du plasmide Ti (Figure 09) (pour
Tumor inducing, plasmide inducteur de tumeur). Les racines adventices surnumeraires sont liées
a la présence du plasmide Ri (pour Root Inducing, plasmide inducteur de racines). Ces plasmides
se disséminent dans la population bactérienne par transfert conjugatif. Les agrobactéries sont

attirées par des composes phénoliques (comme l'acetosyringone) libéres par les cellules
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végétales lorsqu’elles sont blessées. Au niveau de cette blessure, la bactérie transfére a la plante
une portion du plasmide Ti qui va ensuite s'intégrer dans le génome nucléaire de la plante. Les
genes transfeéres a la plantes induisent la biosynthése par la plante des hormones de croissance,
ce qui provoque la tumeur et la synthése d’opines. Le plasmide Ti comporte aussi les genes de
catabolisme des opines. Ceux-ci ne sont pas transferes a la plantes. Ce plasmide porte cinq types
de genes (Van Larebeke et al, 1974 ; Chilton et al., 1977 ; Genetello et al, 1977 ; Zhu et
al., 2000).

e Région T (ADN-T) : il s’agit du segment transfeére a la plante, cette région porte
les genes de production d’hormone végétale (auxine et cytokine) qui provoque la tumeur, et les
génes de production d’opines, qui seront utilisées comme source de carbone par les
agrobactéries.

e Région Vir : ces génes permettent le transfert de FADN-T vers la plante, ils sont
communs aux différents types de plasmides Ti. Elle comporte 20 génes essentiels a I'induction
de tumeur chez I'hote.

e Locus traet trb : ces génes sont impliqués dans le transfert conjugatif du plasmide.

e Région Rep : les trois génes de cette région permettent une réplication stable du

plasmide et sont impliqués dans les fonctions d'incompatibilité.

e Acquisition et catabolisme des opines : cette quarantaine de géne permet aux

agrobactéries d’utiliser les opines produites par la plante comme source de nutriments.
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Figure 09 : Régions du plasmide Ti (Van Larebeke et al, 1974).
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II1.2.3.2. Processus de colonisation

Le processus de colonisation de la tumeur est provoqué par le transfert de 'TADN-T de la
bactérie vers la plante. Ce processus est dérivé d’un transfert conjugatif, les génes qui régulent
ce processus sont exprimés en réponse a des signaux chimiques libérés par I'hote. Il se déroule
en sept étapes (Petit et al, 1970 ; Stachel et al, 1985 ; Kado, 1991) :

e Reconnaissance d’'une cellule sensible: les composes phénoliques
(I'acetosyringone et I'acide sinapinique en particulier) excrétés par les cellules blessées attirent
les agrobactéries.

e Attachement de la bactérie a la cellule végétale : quand la bactérie arrive sur
la blessure, un faible attachement réversible a lieu. Puis la bactérie produit des fibrilles de
cellulose qui vont I'ancrer fermement a la surface de I'’héte. Les geénes chromosomiques chvA,
chvB, production et sécrétion de s-1-2- glucane, et psc4 sont impliqués dans cet attachement
essentiel a la pathogénie.

e Induction de I'expression des génes vir : En présence de sucre, en pH acide, et
sous 'action de 'acetosyringone végétale, la protéine VirA s’autophosphoryle et transfere son
groupement phosphate a la protéine VirG. Ceci permet 'activation de tout I'opéron vir.

¢ Production d’une copie transférable de FADN-T : II y a formation d’un
complexe T stable. L’ADN-T est protégé par des protéines SSB (Single Strain Binding) VirE2
et porte a I'extrémité 5" une protéine VirD2 qui porte les séquences NLS (Nuclear Localisation

Signal) d’adressage vers le noyau de la cellule végétale.

e Transfert du complexe T a la cellule végétale : Le systeme de transfert du
complexe T est probablement dérivé d’un systéme conjugatif. Un pilus est créé entre la bactérie
et la cellule végétale. Soit, ce pilus sert de canal et le complexe T passe dedans, soit il sert de
crocher a rapprocher les deux cellules. La protéine VirD2 guide le complexe T vers le noyau de
la cellule.

e Intégration du complexe T dans le génome nucléaire de la plante : ’ADN-T
est intégré par recombinaison illégitime. Il semble s'intégrer au hasard dans le génome végétal.
I1 n’y a pas de prérequis dans la séquence végétale. Cependant, I'intégration est apparemment
plus facile dans les zones de transcription active.

e Expression des genes portes par TADN-T : Une fois intégré dans le génome,
I’ADN-T se comporte comme un locus de plus (transgéne) pour la plante transmis de fagon
mendélienne a la descendance. Le transgéne est trés exprimé car il comporte les signaux de la

transcription eucaryotiques. Les hormones végétales produites par les tissus tumoraux
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induisent la tumeur. Les opines secrétées par les tumeurs régulent positivement les geénes de
leur catabolisme portées par le plasmide Ti des bactéries. Ces opines stimulent aussi la

conjugaison bactérienne et I'expression des génes de virulence.
I11.2.4. Impact écologique des OGM

La transgénese est une technique qui consiste a introduire dans un organisme un geéne (ou
un petit nombre de génes) d'un autre organisme, quelle que soit l'origine de ces génes
(microorganisme, plante de la méme espéce ou d’une autre espéce, animal ou étre humain) et
par une méthode autre que la reproduction sexuée. L'organisme obtenu est qualifié de
génétiquement modifié (OGM) (Chevassus-au-Louis, 2001). Le processus de transgéneése
implique I'ajout d'information au bagage génétique de I'organisme hote et la traduction de cette
information en produit recombinant souvent étranger, en général une protéine montrant une
activité biologique spécifique. En théorie, TADN introduit et la protéine encodée par la nouvelle
séquence nucléique peuvent ensuite circuler dans I'environnement et agir sur le milieu pour en
influencer les composantes. Alors que le produit encodé par un transgene est généralement
destiné a agir sur une cible précise, des eftets paralléles ne peuvent étre exclus. La migration de
transgenes en direction de génomes apparentés ou une interférence métabolique sur un
organisme auxiliaire en environnement sont des phénomenes possibles, tout comme une
altération des caractéristiques intrinséques du vivant modifiée pouvant montrer des effets
éventuels aux niveaux trophiques supérieurs de I'écosystéme. Techniquement, I'impact d’un
OGM sur son milieu résultera de I'intégration stable du transgeéne au sein de son génome, de
I'activité biologique de la protéine recombinante encodée par ce transgéne, ou d’une
combinaison des deux facteurs. Le transgene pourra montrer des effets (i) par sa présence
nouvelle et soudaine dans le milieu (gain génétique) alors qu’il pourra étre éventuellement
intégré au génome d’autres organismes ; et (i) par son lieu d’insertion dans le génome de I'hote,
qui pourra en altérer les caractéres par un effet activateur ou répresseur sur 'expression de
geénes situés a proximité ou physiquement disloqués par I'insertion de la nouvelle séquence
(mutagénése insertionnelle). La protéine recombinante pourra influencer le milieu (i) par son
action (activité biologique) sur des organismes non ciblés a priori ; ou (ii) par une modification
des caractéristiques de I'hote causée par un eftet d’interférence de la protéine recombinante sur
ses fonctions métaboliques (eftets pléiotropiques ou d’interférence). La figure 10 indique les
concepts définis a propos du devenir des transgénes dans le milieu, considérant en particulier

leur intégration possible au bagage génétique d’espéces apparentées ou plus éloignées par des
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phénomenes d’hybridation et de transfert génique horizontal (Chevassus-au-Louis, 2001 ;

Michaud, 2005).

Impacts possibles

/ \

Transgeénes introduits Nouveaux caracteres
- Gain génétique - Activité biologique
Altération de I’hote Altération de I’hote
- Mutagenése insertionnelle. - Effet pléiotropiques.
Flux géniques Déséquilibres écosystémiques
- Hybridation intraspécifiques. - Indice de biodiversité.
- Hybridation interspécifiques. - Effets directs.
- Transferts horizontaux - Effets indirects

Figure 10 : Impacts écologiques attribués aux OGM (Michaud, 2005).

II1.8. Interactions microorganismes /animal et animal

II1.3.1. Flore microbienne normale

In utero, les animaux, y compris les humains sont généralement exempts de tout microbe,
a la naissance des populations microbiennes normales et caractéristiques commencent a se
développer dans l'organisme du nouveau-né. Immédiatement avant l'accouchement, les
lactobacilles présents dans le vagin de la meére se multiplient rapidement. Les microorganismes
avec lesquels le nouveau-né entre en contact sont généralement ces lactobacilles qui deviennent
les principaux microorganismes présents dans l'intestin du nouveau-né. Le corps humain
héberge quelque 10* cellules bactériennes, ces microorganismes qui habitent normalement
I'organisme s’appelle : flore microbienne normale. Parmi ces microorganismes certaines sont
présents en présents en permanence : on parle alors de flore normale permanente. D’autre

demeurent sur les tissus de fagon temporaire (quelques jours, semaines ou mois) puis

disparaissent, ils forment la flore transitoire. Cette flore est composée d'une part de
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microorganisme qui appartiennent a la flore normale et qui ont migré vers autre région de
I'organisme et d’autre part de microorganisme provenant de l'environnement extérieur.
L’installation des microorganismes de la flore normale s’appelle colonisation, on trouve des
microbes de la flore normale sur la totalité de la surface de la peau, toutes les muqueuses sont
colonisées mais le territoire des microorganismes est limité aux régions proches des orifices
naturels. Par exemple la colonisation de la muqueuse respiratoire diminue progressivement de
la muqueuse nasale a la muqueuse bronchique, les alvéoles pulmonaires sont normalement
exemptes de microbes. La muqueuse digestive est colonisée sur toute sa longueur, mais la flore
est presque inexistante sur la muqueuse gastrique qui est tres acidifiée (Tortora et al., 2003 ;
Willey et al., 2008). Apres développement, la flore normale procure des avantages a son hote
en prévenant la croissance des microorganismes nuisibles a sa santé, ce phénomeéne appelé
antagonismes microbien ou effet barriére fait intervenir la compétition entre des microbes. La
flore normale protége ainsi I'héte contre Il'implantation des microbes potentiellement
pathogenes, elle entre en concurrence avec ces derniers pour les nutriments, elle produit des
substances susceptibles de leur nuire et elle influe sur les conditions ambiantes, telles que le pH
et la quantité doxygene disponible. Tout déséquilibre entre flore normale et les
microorganismes pathogénes peut avoir pour conséquence l'apparition d'une maladie
infectieuse. Par exemple la flore bactérienne normale du vagin d'une femme adulte maintient
le pH des sécrétions vaginales entre 3,5 et 4,5 ; conditions qui limitent la croissance excessive
de Candida albicans. Mais si la population bactérienne normale est réduite par l'ingestion
d’antibiotiques ou si le pH des sécrétions vaginales est modifié en raison de I'usage abusit des
douches vaginales, Candida albicans peut croitre au point de constituer le principal
microorganisme dans le vagin. On observe aussi I'antagonisme microbien dans la bouche, ou
des streptocoques produisent des composés qui inhibent la croissance de la majorité des cocci a
Gram négatif ou a Gram positif. On le trouve également a I'ceuvre dans le gros intestin, ou les
cellules d’E.coli produisent des bactériocine, ces protéines inhibent la croissance de diverses
autres bactéries de la méme espece ou d’espéces apparentées, dont les agents pathogenes
Salmonella et Shigella. L.a bactériocine produite par une bactérie donnée ne tue pas cette derniere,

mais elle peut détruire d’autre bactérie (Tortora et al, 2003 ; Prescott et al, 2010).

La présence de l'espece Clostridium difficile dans le gros intestin offre un autre exemple
d’antagonisme bactérien, la flore normale du gros intestin inhibe cette espéce de maniére efficace
peut étre en occupant les récepteurs cellulaires de I'hote, en s’appropriant les nutriments

disponibles ou en produisant des bactériocines. Cependant si la flore normale est réduite par des
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antibiotiques. Clostridium difficile peut poser des problémes, cette bactéries est responsable de
presque toutes les infections gastro-intestinales consécutives a une thérapie aux antibiotiques,
depuis la diarrhée légeére jusqu’a des colites (inflammation du colon) graves et parfois méme
tatale. Le microbe envahit la paroi intestinale et libére des toxines qui provoquent la
destruction de nombreuses cellules de la muqueuse intestinale et 'apparition d'une diarrhée,
de la fievre et de douleurs abdominale. Il est donc essentiel que la flore normale demeure stable

pour jouer son rdle protecteur (Tortora et al., 2003 ; Willey et al., 2008).

II1.3.2. Principale flore de 'Homme

Certaines régions du corps humain réunissent des conditions plus favorables a la croissance
bactérienne que d’autre. Le tableau 05 continent la liste des principaux microorganismes

qui constituent la flore normale.

Tableau 05 : Flore normale de diverses parties du corps humain (Tortora et al., 2003).

Partie du corps Principaux microorganismes

Peau Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermaidis, Staphylococcus aureus,

Corynebacterium zerosis, Pityrosporum spp, Candida spp.

Yeux Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus.

Nez et pharynx Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,

Haemophilus et Neisseria.

Bouche et dents Diverses especes de Staphylococcus, Lactobacillus, Actinomyces, Bacteroides,

Haemophilus, Fusobacterium, Corynebacterium, Treponema non pathogéne et

Candida.
Jéjunum et iléum Bactérioses et entérobactéries.
Gros intestin Streptococcus  groupe D,  Bactérioses, Fusobacterium, Lactobacillus,

Enterococcus, Bifidobacterium, Escherichia coli, Enterobacter, Citrobacter,

Proteus, Klebseilla, Pseudomonas, Shigella et Candida.

Systéme urogénital Staphylococcus eprdermidis, Enterococcus, Lactobacillus, Pseudomonas, Klebseilla,
Proteus, Streptococcus, Bacteroides, Clostridium, Candida albicans, Trichomonas

vaginalis.
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I11.3.2.1. Peau

La peau est imperméable aux microorganismes et constitue de fait la premiere ligne de
défense contre I'invasion. Bien que la surface de la peau soit en majorité seche et inhospitaliére,
une microflore normale s’y développe et nécessite des éléments nutritifs. Les deux sources
principales des nutriments sont les glandes sudoripares et les glandes sébacées. Les glandes
sudoripares sont de deux types, les glandes exocrines qui générent la transpiration ; les glandes
apocrines qui secrétent la sueur et des nutriments. Les glandes apocrines sont plus actives apres
la puberté. Elles secretent du lysozyme, une enzyme qui hydrolyse le peptidoglycane de la paroi
de la cellule bactérienne ; de méme ils secretent de I'acide lactique qui en maintient le pH entre
3 et 5. Les glandes sébacées sont associées aux follicules pileux, elles sécrétent des composées
lipidiques (sébum) qui permettent de controdler le taux d’humidité et les changements brusques
de température de I'épiderme. Le catabolisme des lipides du sébum par la flore propiogene
résidente produit des acides gras tel que : acide oléique qui inhibe la prolifération d’autres
especes. La concentration relativement élevée de sébum, lipides, acides gras libres, alcools
d’acides gras, glycérol et glucides produits par les glandes sébacées constituent des substances
pour une flore microbienne d’environ 106 bactérie/cm?. A I'inverse des zones humides de la peau
comme les aisselles, le cuir chevelu et les pieds, des zones plus séches comme la paume des mains
qui contiennent peu ou pas de glandes sécrétoires, ont une densité microbienne moindre de

l'ordre de 10% a 10* bactéries/cm? (Perry et al., 2004).
I11.3.2.2. Appareil respiratoire

L’appareil respiratoire est composé par la bouche, le nasopharynx, la gorge, la tranche,
les bronches et les poumons, ces zones humides sont des sites potentiels de colonisation
microbienne. La bouche est environnement favorable pour les bactéries en raison de sa relative
richesse en nutriments et de la stabilité de sa température et de son pH. La salive contienne pres
de 10% bactéries par millilitre. La plus part de ces microorganismes proviennent de colonies qui
adherent a la surface de la langue, des gencives et des dents. La production constante de salive
et la déglutition décrochent les bactéries qui n'ont pas adhéré aux surfaces. Les lysozymes et
lactopéroxydase salivaires inhibent la croissance bactérienne. La salive contient environ 0,5 %
de substances solubles constituées de protéines comme les enzymes salivaires et des
mucoprotéines. Streptococcus salivarius prolifere en adhérant a la surface de la langue. Les dents
composées de matiére minérale a base de phosphate de calcium sont facilement colonisées. En

raison de leur taux d’humidité, le nasopharynx et le nez sont inoculés en permanence par des
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microorganismes lors de la respiration, la flore microbienne des narines est similaire a celle de
la peau du visage avec une prédominance d’especes du genre Staphylococcus et d’autres bactéries
a Gram positives. Chez un individu sain, I'appareil respiratoire inférieur qui comprend la
trachée, les bronches et les poumons est normalement stérile. La plupart des poussiéres et des
autres particules qui sont inhalées se fixent sur les membranes a mucus de 'appareil respiratoire
inférieur sont éliminées par les cellules ciliées de la muqueuse. Le mucus qui recouvre cette zone
capte les particules et le mouvement ascendant provoqué par les cils entraine le mucus vers le
haut jusqu’'a la gorge ot il est avalé par un réflexe de dégustation (Meyer et al., 2004 ; Willey

et al., 2008 ; Prescott et al., 2010).

I11.8.2.3. Appareil digestif

e L’estomac : il est inoculé en permanence par des bactéries apportées par la salive et
le mucus dégluti ou par les aliments ingérés. Peu d’entre elles survivent ; moins de 10 bactéries
sont dénombrées par fluide stomacal. Le faible pH dG a la présence d'HCL et les enzymes
digestives détruisent la plus grande partie des microorganismes qui atteignent l'estomac.
Certains lactobacilles acidotolérants et des levures parviennent a y survivre. Dans certaines
circonstances, l'estomac humain peut étre colonisé par Helicobacter pylori, une bactérie

microaérophile responsable du développement d’ulcere (Perry et al., 2004).

e L’intestin gréle : il est anatomiquement divisé en 3 sections, la partie supérieure
constitue le duodénum, la section centrale le jéjunum, et la partie inférieure I'iléum. Au cours
de la digestion, le nombre de bactérie augmente au fur et a mesure que les aliments progressent
dans lintestin gréle. Le duodénum compte une population bactérienne faible (moins 10°
bactérie/ml) en raison de I'acidité de I'estomac, de la bile sécrétée par la vésicule biliaire et des
secrétions pancréatiques. La microflore est essentiellement composée de coques et de bacilles a
Gram positifs. La flore du jéjunum est composée d’entérocoques, de lactobacilles et de
corynébactéries. La levure Candida albicans est un hote fréquent de cette zone. La nature de la
flore de T'iléum est trés proche de celle du gros intestin avec une prédominance d’espéce du
genre Bacteroide et un nombre plus restreint de bactéries anaérobies facultatives comme
Escherichia coli (Meyer et al., 2004).

e Le gros intestin ou colon, fonctionne comme une cuve de fermentation peuplée de
bactéries anaérobies. Les aliments ingérés constituent les substrats de base pour ces organismes.
La densité de ces bactéries dans cette région oscille entre 10'° et 10'! cellules par gramme et

plus de 350 especes diftérentes y ont été identifiées. Le nombre de bactéries anaérobies est
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plusieurs centaines de fois supérieures a celui des germes aérobies facultatives. Aucun
organisme aérobie strict n'y présent. Un adulte excréte 8x10'® bactéries par jours ce qui
représente 25 a 35 % de la masse des matieres fécales. Diftérentes vitamines indispensable a
I'homme, parmi lesquelles la vitamine B12, la biotine, la riboflavine et la vitamine K, sont
apportées par la flore microbienne de I'appareil digestif. La microflore du colon d'un adulte sain
est composée de bactéries a Gram positives et négatifs. Stérile a la naissance, les intestins du
nouveau-né est rapidement colonisé par des bactéries, si le nourrissant est allaité, la flore sera
principalement constituée par des bactéries du genre Bifidobacterium provenant de la peau de la
meére. Le lait maternel contient un disaccharide indispensable a cette bactérie. Pour ceux nourris
aux biberons, la flore du colon est complexe et principalement composée d’espéce du genre
Lactobacillus. Le passage a une alimentation solide entraine chez I'enfant un changement

progressif de la flore intestinale qui conduit a celle des adultes (Perry et al, 2004).
II1.3.2.4. Appareil uro-génital

Le rein, l'urétre et la vessie d’'un adulte sain sont normalement stérile, la stérilité est
assurée par le nettoyage mécanique et une possible activité antibactérienne issue de la muqueuse
urétrale. La partie inférieure de I'urétre aussi bien de ’homme que de la femme est colonisée par
des bactéries. L’appareil urogénital de la femme adulte contient une flore microbienne complexe.
A T'age adulte, le vagin est colonisé par des lactobacilles acido-tolérants qui convertissent le
glycogéne produit par I'épithélium vaginal en acide lactique. Cette transformation assure le
maintien du pH entre 4,4 et 4,6. Les bactéries lactiques, les entérobactéries, les bactéries
corynéformes, la levure Candida albicans et diverses bactéries anaérobies qui supportent ces pH

sont généralement présentes (Meyer et al., 2004).
II1.3.3. Bases du pouvoir pathogene

Malgré les barrieres naturelles, les différentes défenses non spécifique, les
microorganismes parviennent a envahir I'hote et a provoquer une maladie. Les abrasions ou les
coupures qui affaiblissent nos barriéres naturelles sont de véritables portes d’entrée pour les
microorganismes pathogénes qui vont pouvoir initier un processus infectieux. Les bactéries
pathogénes ont la capacité de se fixer spécifiquement a certains épithéliums ou membranes et
de produire des toxines qui vont altérer les cellules hote. L'infection est inévitable si le
pathogéne atteint un site spécifique et parvient a le coloniser. (Perry et al, 2004). Les
microorganismes infectieux sont de trois types, les pathogénes obligatoires, accidentels ou

opportunistes. Un pathogene obligatoire est un organisme comme Nezsseria gonorrhoeae ou
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Streptococcus pyogenes qui ne peut survivre en dehors de son hote. La survie du pathogene dépend
de sa capacité a changer d’hote, a adhérer et a coloniser un nouveau hoéte. Un pathogene
accidentel est un microorganisme tel que Clostridium tetani, qui est ubiquitaire dans la nature et
n'est responsable d’'une maladie que dans des circonstances particulieres. Cet organisme
provoque le tétanos dont I'issue peut étre fatale si le microorganisme pénétre accidentellement
dans I'organisme a la faveur d’une plaie profonde. Un microorganisme opportuniste n’infecte
pas les individus sains mais provoque une maladie chez une maladie chez des sujets déja atteints
ou affaiblis. Par exemple les malades atteints de SIDA sont plus sensibles a la tuberculose et a

d’autres maladies que ne le sont les sujets sains (Perry et al., 2004 ; Prescott et al., 2010).
II1.3.3.1.Virulence

La virulence traduit la capacité d’'un pathogéne a provoquer une maladie, il existe divers
facteurs de virulence incluant I'aptitude a la fixation du fer, les variations de phase et les facteurs
plasmidiques. Un organisme hautement virulent provoquera une infection aigué des lors qu’il
trouvera un terrain favorable. Les organismes les plus virulents sont trés invasifs, certains
organisme peu invasifs sont néanmoins pathogénes en raison d’une production de toxine.
Streptococcus pneumoniae est tres invasif mais ne produit pas de véritable toxine. Clostridium tetani
et Clostridium botulinum n’ont quasiment pas de faculté d’invasion mais produisent de puissantes
toxines. L'inoculation de C.Zetani par piqlre peut étre mortelle, alors que I'ingestion de la toxine
de C.botulinum méme en faible quantité peut étre fatale. Le fer est indispensable pour la syntheése
des cytochromes qui assurent le transport des électrons dans les processus de production
d’énergie. Les vertébrés fixent le fer réduit dans leur organisme sous forme soluble grace a des
glycoprotéines de haute affinité comme la lactoferrine du lait, des larmes, de la salive du mucus
et des lipides intestinaux ou la transferrine du plasma. La concentration en fer libre dans les
liquides biologiques est inférieure a 10®* M. A 'exception des bactéries invasives, toutes celles
qui dépendent du fer, doivent I'obtenir par le biais de la lactoferrine ou de transferrine de I'hote
afin de pouvoir se multiplier. A cette fin, de nombreux pathogenes synthétisent des sidérophores
de bas poids moléculaire qui ont une affinité pour le fer supérieure a celle de la lactoferrine et
de la transferrine de I'hote. Les sidérophores sont des récepteurs localisés dans la membrane
cytoplasmique des agents pathogeénes. Ils transférent vers la bactérie colonisatrice, le fer
décroché des glycoprotéines de I'hote. Exemple: L’entérobactine est un siderophore
caractéristique produit par E.coli. Cest un dérivé du catéchol qui chélate le fer par le biais des
atomes d’oxygene du noyau catéchol. Les organismes sécrétent des sidérophores lorsque le

milieu de culture est pauvre en fer, ce qui leur permet de capter cet élément. Le complexe
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sidérophore-fer se fixe sur un récepteur membranaire spécifique de 'enveloppe cellulaire et le
fer est transféré a travers la membrane cytoplasmique par des protéines de transport spécifique.
Un autre facteur de virulence est le changement de phase. Les fimbriae bactériennes sont des
antigeénes efficaces et des anticorps de I'hote ciblent souvent les protéines des fimbriae des
pathogénes invasifs. Les fimbriae sont des inducteurs primaires d’anticorps en raison de leur
localisation a la surface des cellules microbienne, ils ont un role dans I'adhésion aux muqueuses
de I'hote a été évoqué plus haut. Le chromosome de certaines pathogéene contient un géne pour
la synthése des fimbriae dont I'expression est constitutive. D’autres génes non exprimés de
fimbriae, codant des séquences d’acides aminés diftérentes, sont présents dans différents sites
du chromosome bactérien. Une recombinaison entre ces génes peut provoquer des changements
mineurs ou drastiques dans la structure des fimbriae. Les fimbriae produits alors ne sont pas
reconnus par les anticorps dirigés contre la structure protéique du fimbriae original. Une
bactérie pathogene équipée de ce type de fimbriae modifié aura un avantage sur les défenses de

I'héte (Nauciel et Vildé, 2007 ; Prescott et al., 2010).

Les facteurs de virulence peuvent étre codés par les plasmides des agents pathogenes. Dans
ce cas, le passage de I'information génétique d’'un nombre limité de microorganisme pathogeénes
virulents vers une population d’agents moins virulents est rapide. Lors d'une infection, les
organismes qui possedent des facteurs de virulence plasmidique comme un géne de résistance a
un antibiotique survivront. De plus, ils pourront transmettre I'information génétique a d’autres
membres de la colonie, augmentant ainsi la résistance a I'antibiotique dans une large proportion
de la population microbienne (Perry et al, 2004 ; Willey et al, 2008). Le tableau 06

représente quelques facteurs de virulence a déterminisme plasmidique.

Tableau 06 : Facteurs de virulence portés par les plasmides (Perry et al, 2004).

Organismes Facteurs Maladies
Escherichia coli Entérotoxine Diarrhé
Clostridium tetani Neurotoxine Tétanos
. Furoncles, infection cutanées,
Staphylococcus aureus Coagulase, entérotoxine . .. . .
intoxication alimentaire.
Streptococcus mutans Dextrane sucrase Caries dentaire
Agrobacterium Tumeur Galle du collet
tumefaciens
Staphylococcus spp Résistance aux antibiotiques  Variées.
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Les organismes infectieux ont rarement la capacité de pénétrer la peau saine, les muqueuses
ou les épithéliums de surfaces. Ils utilisent préférentiellement des facteurs d’adhésion qui leur
permettent de se fixer a un tissu spécifique, de le coloniser et d’initier un processus infectieux.
Des bactéries sont néanmoins capables de provoquer des maladies sans qu'une fixation
spécifique soit nécessaire. Des microlésions sur la peau ou les muqueuses peuvent permettre
I'infection par Staphylococcus aureus ou Streptococcus pyogenes alors qu'ils font partie de la flore
normale de ces sites. Les organismes peuvent également infecter les plaies ou les zones de
brhlures par transmission passives via des particules de poussieres de I'air ou des aérosols d’eau.
La plupart des infections aigués ont comme point d’entrée la muqueuse respiratoire, gastro-
intestinale ou urogénitale. La capacité du pathogene a déclencher l'infection dépend pour une
grande partie de sa fixation sur des cellules spécifiques. Les organismes qui infectent les surfaces
disposent le plus souvent de facteurs qui favorisent ce processus. Ces facteurs d’adhésion sont
assez spécifiques et n’interagissent pas au hasard avec les cellules épithéliales (Tableau 07).
Ceux qui permettent la fixation aux cellules de la gorge ne permettront probablement pas
I'adhésion a T'épithélium intestinal et inversement. Un agent pathogene responsable de
I'infection d’'un site spécifique de I'organisme est équipé de fimbriae ou d’autres facteurs de
surface impliqués dans les phases de fixation. Les fimbriae présents sur les souches différent en
fonction des tissus qu'elles infectent. Par exemple, Escherichia coli produisent des fimbriae avec
différents lectines spécifiques qui influencent I'adhérence des bactéries aux diftérents tissus de
I'héte et définissent le type d’infection. Les souches E.coli pathogene responsable d’infections
urinaires chez 'Homme possédent des fimbriae de type P (pyélonéphritique) alors que les
fimbriae de type S sont produits par les souches d’ E.coli a I'origine d’infection intestinale chez
les nourrissions. Des modifications génétiques qui empéchent la syntheése des fimbriae
spécifiques entrainent une perte de la virulence des organismes. Les souches dépourvues de
tacteurs d’adhésion (fimbriae) ne sont pas pathogéne, ils sont éliminés par les mouvements des
cellules ciliées ou entrainés par les liquides biologiques (Meyer et al., 2004 ; Perry et al,

2004).

Tableau 07 : Facteurs d’adhésions bactériens impliquées a l'attachement a la cellule hote
(Perry et al., 2004).

Facteurs d’adhésion Exemples

Proteus mirabilis, Neisseria gonorrhoeae,

Fimbriae (protéine d'adhésion) Salmonella, Streptococcus pyogenes.

Acide teichoique et lipoteichoique Staphylococcus aureus.

63

I1I



Université 8 Mai 1945- Guelma

Département de Biologie

Master I : Biologie Moléculaire et Cellulaire (BMC)
Module : Interactions microbiennes

Chapitre III : Interactions avec les organismes supérieurs

Les pathogénes restent souvent focalisés a la surface des muqueuses ou ils se multiplient
et ou ils provoquent des dommages liés a la production de substances toxiques. Des maladies
comme la coqueluche (Bordetella pertussis), 1a diphtérie (Corynebacterium diphteriae) et le choléra
(Vibrio cholerae) en sont des exemples. D’autres microorganismes sont responsables d’infections
parce qu’ils pénetrent a I'intérieur des épithéliums et se multiplient sous la muqueuses ou encore
parce quils sont transportés par le systéme lymphatique ou le sang vers d’autres zones de
I'organisme, c’est le cas de Neisseria meningitidis (Perry et al., 2004 ; Willey et al., 2008).
Pour déclencher un processus infectieux, un agent pathogene doit étre capable de se multiplier
chez I'hote. Siun microorganisme peut envahir mais ne peut se multiplier, il ne sera pas capable
de déborder les défenses naturelles de I'hdte. La colonisation ne peut pas se faire sans source de
nutriments solubles comme les sucres, les acides aminés et les acides gras. Quelques sels
minéraux sont également indispensables. En l'absence de ces composés dans lespace
extracellulaire, I'invasion des cellules de I'hote est un pré-requis pour la nutrition et la
croissance du pathogene (Prescott et al., 2010). La destruction des cellules de I'hote peut étre
liée a la présence d’enzymes fonctionnelles produites par la bactérie pathogene. Certaines
enzymes produites par des agents pathogeénes sont représentés dans le tableau 08. La
collagénase, elastase, hyaluronidase et la lécithinase dissocient les cellules de I'héte en
hydrolysant le collagéne, ciment intercellulaire, ou en détruisant la phosphatidylcholine qui est
un élément de la membrane cytoplasmique. Ces enzymes perforent la cellule de I'hote, libérant
les composés solubles au profit de I'agent pathogene. La coagulase produit par Staphylococcus
aureus tavorise la formation de caillots qui tapissent le site d’infection, empéchant I'action des
phagocytes. Staphylococcus aureus et Streptococcus pyogenes synthétisent également une
streptokinase qui facilite la progression des pathogénes dans les tissus en détruisant les caillots

(Perry et al., 2004).

Tableau 08 : Enzymes bactériennes facilitant I'invasion de I'hote (Perry et al., 2004).

Enzymes Organismes Fonctions
Collagénase Clostridia Dégradation du collagénase des tissus conjonctifs.
Staphylococcus aureus Protection contre les défenses de I'héte par la
Coagulase . . .
formation de caillot.
Elastase Pseudomonas aeruginosa Dissociation des membranes.
Streptococcus
. P Hydrolyse de I'acide hyaluronique et du ciment
Hyaluronidase Staphylococcus . .
o intercellulaire.
Clostridium
Lécithinase Clostridium Dégradation de la phosphatidylcholine membranaire.
Staphylococcus Digestion de la fibrine des caillots.
Streptokinase PR g
Streptococcus
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1I1.3.3.3. Notion de réservoirs naturels

La notion de réservoir est le lieu dans lequel s’accumulent et proliférent les agents
biologiques. Ces derniers pouvant croitre partout, les réservoirs peuvent se trouver dans
I'environnement : le sol, les eaux douces ou marines, les plantes mais également sur ou dans un
étre humain ou un animal [8]. Par définition, pour chaque agent pathogéne biologique, il existe
ce que l'on appelle un réservoir car, sinon, cet agent pathogéne aurait disparu (en tant
qu'espece). Il peut s'agir du milieu ambiant (réservoir hydro-tellurique), d'une population
monospécifique (une seule espece réservoir) ou d'un complexe d'especes en interaction au sein
d'un écosysteme. Dans ce dernier cas, la perpétuation de I'agent pathogéne peut étre dépendante
de I'intervention combinée de deux especes (exemple : le phacochére et un ornithodore pour la
peste porcine africaine) ou assurée par deux (ou davantage) réservoirs capables chacun de jouer
isolément ce role (exemple: les bovins et des espeéces sauvages pour la tuberculose
a Mycobacterium bovis). La conservation est assurée soit par la survie de l'agent pathogene
pendant de longues périodes (exemple : spores de Bacillus anthracis dans le sol), soit par sa
multiplication au sein d'hotes successifs, dans des conditions permettant sa transmission. Pour
une méme espece d'agent pathogéne biologique, il peut exister des réservoirs différents selon
les conditions du milieu, dans la méme région ou dans des régions différentes. Ainsi, pour
l'espéce virus rabique, il existe dans le monde différentes especes animales qui, selon les régions,
jouent le réle de réservoir : chien (Afrique, Asie), renard roux (Vulpes vulpes) (est de 1'Europe),
vampire roux (Desmondus rotondus) (Amérique centrale et du sud), petite mangouste indienne
(Herpestes auropunctatus) (Caraibes).... Pour la tuberculose bovine (Mycobacterium bovis), 1'espece
réservoir universelle est I'espece bovine. Dans certaines régions, d’autres espéces peuvent jouer
le r6le de réservoir : le possum ou phalanger renard ( T'richosurus vulpecula) en Nouvelle-Zélande,
le cert a queue blanche (Odocotleus virginianus) au Michigan (Etats-Unis), le buffle africain
(Syncerus caffer) en Australie et le blaireau européen (Meles meles) en Angleterre et en
Irlande....Enfin, certaines espéces animales ne peuvent jouer un role de réservoir pour cet agent
pathogéne que si leur densité de population est tres élevée : le daim rouge (Cervus elaphus), le
grand koudou (T'ragelaphus strepsiceros), le phacochére (Phacochoerus aethiopicus) et le putois

(Mustela putorius).

Pour un agent biologique pathogéne pour une seule espéce hote, la fonction de réservoir
est assurée par une circulation au sein de cette espece. Dans ces conditions, des actions
prophylactiques généralisées peuvent conduire a une éradication de la maladie (exemple : la

variole humaine). Pour des maladies touchant des espéces domestiques et plusieurs especes
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sauvages (complexes a hotes sauvages multiples comme la tuberculose a Mycobacterium bovzs), il
peut étre difficile de connaitre la nature exacte du role joué par chacune des espéces sauvages
dans la circulation et la conservation de 'agent pathogéne : réservoir vrai ou espéce dont
I'infection dépend de la présence d'un réservoir. Certains auteurs qualifient de réservoir
secondaire une espece qui, dans une région donnée, ne peut assurer la conservation d’'un agent
pathogéne que dans la mesure ot elle co-existe avec un réservoir vrai (qualifié par ces auteurs
de réservoir primaire). Pour des maladies a hotes multiples, la fonction de réservoir résulte des
valeurs (souvent inconnues ou difficiles a déterminer) des taux de reproduction de base (RO)
intra-espéce et inter-especes des espéces impliquées. L'une des espéces peut, a elle seule, assurer
cette fonction (le phalanger renard pour la tuberculose a Mpycobacterium bovis en Nouvelle-
Zélande), d’autres espéces y contribuant par une diffusion dans I'espace (le porc sauvage dans
cet exemple) ou une conservation dans le temps (le cerf dans cet exemple). Dans ce genre de
situation complexe, le role de chaque espéce peut évoluer au cours du temps et on peut penser
qu’'a certaines périodes, aucune espece a elle seule n’assure la fonction de réservoir mais que

celle-ci résulte du cumul des différents RO (intra et inte-especes) des especes atteintes [4].
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