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« Quel que soit le critdre auquel on se référe, les bactéries furent dés le début,

sont aujourd’hui et resteront fes organismes les plus réussis de [a Terre »

5.J. Gould (1977), « L’éventail du vivant », Ed. du Seuil, ISBN 2-02-04093, p55.
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Résumé

L’¢tude des communautés de microorganismes des eaux souterraines et des
aquiféres profonds a longtemps été limité par I'utilisation exclusive de
methodes culturales ne permettant d’accéder qu’a une partie restreinte de la
diversité microbienne et la difficulté de la procédure d’échantillonnage pour
I’ obtention d’échantillons représentatifs.

Afin de dépasser ces deux restrictions, nous avons utilisé les approches
culturales en combinaison avec des approches moléculaires pour étudier
deux souches bactériennes issues d’un aquifére du bassin Parisien d’une
part, d’autre part, la collecte des échantillons a été faite par I'équipe du
Professeur Magot, faculté de Pau. Les approches ont consisté en une analyse
phyldgénétique des geénes codant pour I’ARNr16S et donc de déterminer le
positionnement phylogénétique des deux souches isolées. L’étude réalisée a
partir d’échantillons d’eau provenant d’un aquifére périsien a conduit a la
description d’une nouvelle souche bactérienne appartenant & 1’ordre des
Clostridiales, 8 bas G+C % que nous avons nommé Geosporobacter
subterraneus et I’identification d’une nouvelle espéce appartenant au genre
Desulfovibrio. Ces deux genres sont retrouvés dans tels biotopes ou ils sont
impliqués dans les processus de sulfato-réduction. L utilisation combinée de
méthodes moléculaires et de méthodes culturales nous a permis de découvrir

de nouvelles espéces bactériennes.
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Introduction générale

Le concept de biosphére profonde est reconnu depuis peu de temps et les
connaissances concernant les communautés microbiennes qui se développent
dans les habitats profonds sont limitées. Le présent travail est dédié a la
caractérisation de deux bactéries anaérobies isolées d’un aquifére profond a
I’ouest de Paris, écosystéme extréme considéré comme 1’écologie microbienhe
des environnements profonds tels que les aquiféres est un sujet d’étude peu
commun notamment a cause de la complexit¢ de 1’échantillonnage et de
Pobtention de prélévements représentatifs qui nécessitent des technologies

aseptiques et souvent trés coliteuses.

En effet, ils constituent des  écosystémes complexes soumis a des
contraintes physicochimiques extrémes telles que I’absence d’oxygeéne ou des
fluctuations de sources de nutriments, conditions particuliérément difficiles a

simuler au laboratoire. Ainsi dans ces écosystémes, un grand I;Gmbre de micro-

- organismes ont échappé a toute méthode de culture.

Le développement des techniques de biologie moléculaire a permis de
mieux connaitre les populations bactériennes et de mettre en évidence de
nouvelles souches bactériennes. Les technologies mises en ceuvre, dans notre

étude pour définir le positionnement phylogénétique des deux isolats.

Nous soulignons que ce travail a été fait avec la collaboration de 1'Institut
de recherches et développement 'IRD de Marseille (ancien ORSTROM) avec
I’équipe de Bernard Ollivier sous la codirection du Doct@_aur- Marie-Laure

Fardeau.



Le manuscrit comprend trois chapitres :

- Le premier chapitre : la revue bibliographique comprend deux parties. La
premiére décrit 1’environnement souterrain et la biodiversité bactérienne
de ce milien. La seconde partie est consacrée a la description des
méthodes couramment utilisées pour les études d’écologie microbienne
des techniques classiques culturelles de microbiologie aux techniques
moléculaires et la procédure d’échantillonnage des eaux souterraines, en
particulier celle de Basso et al, (2004) qui a travaillé sur le méme site
d’étude, validée par une publication de son efficacité.

- Le second chapitre : Matériels et méthodes, décrit toutes les techniques
réalisées au laboratoire en particulier les techniques de culture anoxique
qui constitue une nouveauté en Algérie car quasi inexistantes ainsi que le
matériel utilisé et enfin le troisi¢éme chapitre présente les résultats obtenus
a savoir : |

e découverte d’une nouvelle bactérie nouveau genie |
nouvelle espéce (Article, IISEM)

e Seconde bactérie appartenant au genre Desulfovibrio

constitue une nouvelle espéce de ce genre.



|
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La biosphére profonde constitue donc un habitat pour les micro-organismes ;
Iintérét pour I’étude de cette communauté microbienne souterraine est récent, une

vingtaine d’années environ.

Il s’est accru dés lors que ’homme a dd trouver de nouveaux espaces pour

enterrer ses déchets notamment les déchets radioactifs des centrales nucléaires.

Cet enfouissement était réalisé dans des zones granitiques ou argileuses ot
les déchets pouvaient accélérer la corrosion des contenants a déchets et favoriser
la dispersion des radionucléides (Pedersen, 1996 ; Santo Domingo et al., 1998 ;
White et al., 1998).

L’étude de la flore souterraine permettait également de suivre la dégradation
de polluants tels que les hydrocarbures ou les solvants chlorés (Dojka et al.,
1998 ; Klier et al., 1993).

L’intérét s’est traduit par la mise en place d’axes de recherches permettant de

réaliser des collections de souches isolées d’environnements souterrains.

Beaucoup de travaux ont été réalisés dans les gisements pétroliers et ont mis
en évidence [Dexistence de communautés bactériennes anaérobies et
hypertlwnhophiles et également I’identification de nouveaux genres, nouvelles
espéces bactériennes ( Adkins et al., 1992 ; Bernard et al., 1992 ; Magot et al.,
1994 ; C.Tardy-Jacquenod , 1996 ; Ravot G, 1996 ; Reeves et al., 1996 ; Balck
will et al., 1997).
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Nous nous sommes intéressés aux eaux souterraines en particulier les

aquiféres qui constituent une source essentielle et vitale pour la planéte.

Les populations qu’ils sont susceptibles d’héberger sont peu connues que ce
soit par leur composition, leur structure ou leur foncfionnement. Néanmoins, des
travaux importants ont été réalisés sur des forages d’aquiféres profonds par
Pedersen, ils ont mis en évidence des séquences trés diverses pouvant
correspondre aussi bien 3 des bactéries aérobies qu’anaérobies. Elles se
répartissent dans 11 branches du domaine bactérien et 5 nouvelles branches
(Ekendahl et Pedersen., 1994 ; Perdersen et al., 1996 a, b, 1997). D’autre part
des représentants des Protéobactéria a, B, v, 8 et € et des Firmicutes & haut et bas
G+C%.

Ces différentes séquences collectées sur le sit¢ Oklo (Gabon) par I’équipe de
Pedersen ont été étudiées par Crozier et al. (1999)
Plus récemment une étude détaillée de la biodiversité des communautés

bactériennes au sein d’un bassin au sud ouest de Paris par Basso (2005) a permis

de mettre en évidence de nouvelles séquences.

La majeure partie des études réalisées dans de tels environnements a porté
sur ’analyse de la diversité a I’aide du géne de I’ADN,; 16S.

Notre travail s’inscrit dans cette optique, nous avons choisi un aquifere du

bassin Parisien pour nos investigations.

1 — 1 Généralités sur les aquiféres |
Quest ce qu’un aquifére ? Un aquifére est une formation souterraine de

roche perméable ou de matériau meuble qui peut produire des quantités utiles
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d’eau lorsqu’elles sont captées par un puits. Il existe plusieurs types d’aquiféres
(Voir figure I-1).

- Aquifére a nappe captive
- Aquifére a nappe semi captive

- Aquifere a nappe libre

L Toit oo
{impeoméable |

- céservoir | j

- Substratun
{ imperméable:

Figure a : Nappe captive

Figure b : Les aquiféres A nappe libre

Toit .
fmoerméable

Réservoir
sus-javent

Toit semi- |

perscable
- Substratum | Reservair |
imperméable | ) emdic. b

Figure ¢ : Les aquiféres & nappe semi-captive
Figure I-1 : différents types d’aquiféres

L’aquifére étudié au cours de ma thése correspond 3 une nappe céptivé (figure I-1)
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- biodiversité bactérienne.
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.o Les aquiféres a nappe captive
Les eaux souterraines sont emprisonnées entre deux formations
imperméables fixes : le substratum et le toit. L'aquifére subit une pression, dirigée
de haut en bas, due au poids de la colonne de terrain. Cette pression est équilibrée

par la pression de couche a l'intérieur de I'aquifére.

» Les aquiféres a nappe libre
La base de l'aquifére, le substratum, est imperméable. La limite supérieure
est hydrodynamique : la surface piézométrique peut s'élever ou s'abaisser

librement dans la formation hydrogéologique perméable formant le réservoir.

¢ Les aquiféres a nappe semi-captive
Le toit, le substratum ou les deux sont constitués par une formation
hydrogéologique semi-perméable. Celle-ci permet dans certaines conditions des

échanges d’eau avec un aquifere superposé ou sous-jaceﬁt. On parle alors
|
d'aquifére multicouche.

|
|

1
2- Communautés bactériennes les p‘}us souvent isolées dans les eaux

‘:
souterraines i

1

Comme dit précédemment, les #quiféres représentent d’importantes

t by
ressources en eau ce qui explique 'intérét des travaux de recherches quant a la

Ces différentes études microbiologiques réalisées a partir d’aquiféres et de

sédiments marins sont illustrées dans le tableau I-1.
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Aquifére granitique, site | Quantification de la Présence d’une Kotelnikova &
Aspo, Suede. population bactérienne | communauté microbienne | Pedersen (1998)
totale (acridine orange), | chimioautolithotrophie
et cultivable (NPP ou | active. Les bactéries
MNP). Enrichissement | méthanogénes
pour bactéries acétotrophies et
méthanogénes et homoacétogenes sont
homoacétogenes. majoritaires a une
Mesure de la production | profondeur de 112 métres,
de méthane et les méthanogénes
(transformation du autotrophes majoritaires a
NaH"CO; en une profondeur de 446
YCH, [1,2-1C) métres. Les populations de
acétate), et d’acétate bactéries méthanogénes
(NaH"CO3) autotrophes et
d’homoacétogénes sont les
producteurs primaires de la
matiére organique.
Sédiments prélevés a Ferriréduction par la Active thermophile et de | Liu et al. (1997)
2000m de profondeur | formation de magnétite | réduction du fer dans les
en Virginie et 2700m au | (incubation des roches a | cultures d’enrichissement.
Colorado, USA. 45-75°C). ’ Présence de 8 clones non
Amplification, RFLP et |identifiables.
séquengage des ADNr
168, analyse
phylogénétique.
Eau profonde de 2 Dénombrement de 1a Les substrats utilisés par les | Stevens et a/. (1993)
aquiféres basaltiques, | population bactérienne | microflores des 2 aquiféres
prélevée a 1270m totale, culture différent. La plus grande
(Grand Rond) et 316m | d’enrichissement et activité métabolique est
(Priest Rapid) de détermination des trouvée pour les -
profondeur dans I’état | substrats utilisés. enrichissements en
de Washington, USA. condition de ferri-
réduction, pour les 2
aquiféres. Cependant I'un
présente une croissance
bactérienne plus importante
en sulfato-réduction, et
I’autre pour la
méthanogénése.
Eau profonde prélevée a | Extraction des ARN, Présence de bactéries des | Fry et al. (1997)
partir de 2 puits de hybridation avec des domaines Bacteria, et
1270m (Grand Rond) et | sondes, amplification et | Archaea en moindre
316m (Priest Rapid) de |séquencage des ADNr | quantité. Identification de
profondeur dans I'état | 168 des clones. BSR, avec la présence du
de Washington, USA. genre Desulfovibrio.
Aquifére basaltique Extraction des ADN Caractérisation de la Baker et al. (2003)
prélevé a 1270m de génomiques, population de BSR. Les
profondeur dans I"état | amplification, clonage | séquences d’ADNr 168
de Washington, USA. | et séquengage des isolées sont apparentées
Eau profonde (bassin ADNrr 168S. aux espéces. -
Witwatersrand, Amplification et Desulfotomaculum .
3,2km/sol) prélevée a | clonage des génes thermosapovorans et
partir d’un puit de 121m | codant pour les Dsr, et | Desulfotomaculum
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de profondeur, dansle | RFLP (4 partir des geothermicum.
sud de I’ Afrique, prés | clones). . La croissance bactérienne
de Johannesburg. Enrichissements pour | est plus importante avec les
les BSR (NPP) . enrichissements contenant
du lactate + H,
Eau profonde (bassin Enrichissements, Isolement d’une souche Kieft et al. (1999)
Witwatersrand, a détermination des thermophile anaérobie
3,2km/sol) prélevée par |accepteurs et donneurs | facultative ferriréductrice,
un puits de 121m de d’électrons, pH et du genre thermus.
profondeur, dans mine | température optimum.
d’or, dans le sud de
P’ Afrique.
Eau profonde prélevée i | Extraction des acides . | La communauté Takai et al. (2002)
partir d’une mine d’or | nucléiques, PCR - microbienne Archaea se
(bassin Witwatersrand) | quantitative, T-RFLP, | compose de nouvelles
dans le sud de ’Afrique | clonage et séquencage | bactéries non identifiées et
prés de Johannesburg. | des ADNr 16S Archaea. | éloignées d’espéces
' ' décrites.
Eau profonde d’un Microscopie Obtention d’un nombre Jain et al. (1997)
aquifére, prélevée a électronique a balayage, | important de bactéries de . '
partir d*un puits de détermination de la différentes tailles et formes
240m de profondeur, population totale, et (sphériques, batonnets,
Canada, active par cultures. incurvées). Des bactéries
Identification d’isolats, | dénitrifiantes, fixatrices de
analyse des acides gras ' | N,, sulfato-réductrices et
des phospholipides. capables de précipiter le fer
sont détectées.
Identification de trois
espéces de Pseudomonas
dominantes, P fluorescens,
P. marginalis et P.
corrugata
Sédiments prélevés a Détermination de la 90 % de la population Fliermans &
260m de profondeur, population bactérienne ' | bactérienne est cultivable. | Balkwill (1989)
Savannah river plant, en | totale par comptage La flore bactérienne
Caroline du sud, USA. | direct (acridine orange), | métabolise le glucose,
de la population Yindole, le benzoate, le
cultivable par lactate, et le formate, en
enrichissements et condition oxique et
métabolismes bactériens | anoxique.

détectés

Sur 1500 isolats, 33%

| utilisent I’arginine, la

lysine, I’ornithine, le citrate

| de sodium, I'urée, le

tryptophane, le glucose,
I’inositol, le sorbitol, la
rhamnose, le sucrose, le

‘| melibiose, I’amygdaline et
‘| I’arabinose comme source

de carbone.
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Aquifere, Bocholt, Caractérisation 246 souches présentant un | Kolbel-Boelk et al.,
Allemagne. morphologique et métabolisme hétérotrophe | (1988)
physiologique de la et oligotrophe ont été
flore hétérotrophe et isolés,
oligotrophe.
Quantification (UFC),
isolement et
caractérisation des
isolats (155 caractéres
analysés)
Ean profonde, Iwate, Extraction des ADN Les 324 clones analysés ont | Watanabe et al.,
Japon. génomiques Archaea, | montré la présence de 23 | (2002)
amplification, clonage | séquences types, affiliées
et séquencage des au phylum Eucyarchaeota.
ADNr 1658. PCR Dont 2 séquences
quantitative. apparentées aux espéces
Methanosaeta concilii et
Methanomethylovorans
hollandica. La séquence
majoritaire de la banque de
clones (50%) est affiliée 4
la famille des
Methanomicrobiaceae.
Source hydrothermale | Amplification et Bactérie méthanogéne Jeanthon C. et al
« vent cap » séquengage des ADN | nouvelle espéce (1999)
16s apres hyperthermophile
enrichissement méthanogéne :
Source hydrothermale | Dénombrement de la Bactéries méthanococcales | Corre E (2000)
« vent cap » flore totale par des Archaeglobales sulfato-
analyses réductrices
microbiologiques et Desulfurobacteriales
clonage et séquencage | soufre-réductrices
des ADN,16s Thermococcales
Aquifére Bassin Dénombrement de la | B sulfato réductrices Basso.0 2005
Parisien flore totale par des B" hétérotrophe anaerobes :
analyses microbiol. Et | Firmicutes et
clonage, séquengage des | proteobacteries
ADN;16s

UFC : Unité Formatrice de Colonie.
NPP ou MNP : Nombre le Plus Probable
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Dans les sédiments marins, la sulfato-réduction semble constituer le
processus métabolique anaérobie majeur (Wellsbury et al, 1997).
Les bactéries sulfato-réductrices (BSR) sont aussi retrouvées dans les eaux
douces. Les recherches des groupes trophiques bactériens et les activités
métaboliques retrouvées dans les eaux profondes du site Aspo en Suéde révelent
la présence,en plus des BSR, des bactéries héFérouophes non fermentaires, de
bactéries méthanogénes et de bactéries Gram négatifs anaérobies facultatives
(Pedersen et Ekendahl, 1990). L’ hétérotrophie apparait également comme le
processus majeur de croissance et de la .transfonnation du carbone en
comparaison avec I’autotrophie de la population bactérienne issuev de I'eau
profonde ( Ekendahl et Pedersen, 1994 ; Ekendahl et al., 1994) .Des études
supplémentaires ont permis de compléter I’analyse des communautés
microbiennes de cet écosystéme , par la mise en évidence de bactéries autotrophes

méthanogénes et acétogénes (Kotelnikova et Pedersen, 1998).

2 — 1 Les bactéries sulfato-réductrices
D’un point de vue morphologique et physiologique, les bactéries sulfato-
réductrices représentent un groilpe de bactéries anaérobies complexe et varié
(Kno blauch et al. 1999).

Elles appartiennent au domaine des Bacteria, sauf trois espéces du genre

Archeoglobus qui appartiennent au domaine des Archea.
Au sein du domaine des Bacteria, les genres les mieux représentés sont :

Desulfovibrio avec quarante et une espéces et Desulfotomaculum avec vingt

especes.

12
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La plupart des espéces peuvent remplacer I’hydrogéne comme donneur
d’électrons par des substrats organiques, tels que I’acétate ou I’éthanol, le

fumarate, le lactate ou les acides gras.

Elles se développent alors en hétérotrophie en utilisant le sulfate comme
accepteur d’électron. La capacité d’oxydation de ces substrats a amené Widdel

(1988) a classer les bactéries sulfato-réductrices en deux groupes :

- Les bactéries sulfato-réductrices du groupe 1: chez lesquelles
Poxydation a partir du lactate et de I’éthanol est incomplete et s’arréte
au stade acétate. C’est le cas de Desulfovibrio desulfuricans,

Desulfomonas ou Desulfotomaculum nigrificans.

- Les bactéries sulfato-réductrices du groupe II: chez lesquelles
I’oxydation compléte du substrat conduit au CO,. C’est le cas des
Desulfobacterium autotrophicum, Desulfonema ou Desulfobacter (in
Pelmont, 1993).

De plus certaines bactéries sulfato-réductrices seraient aussi le siége de
réactions relevant d’une fermentation. A cela s’ajoute la capacité de remplacer le
sulfate par d’autres accepteurs d’électrons comme le sulfite, le thiosulfate ou le
soufre élémentaire.

% Réle des bactéries sulfato-réductrices dans divers écosystémes
- Dans un écosystéme appauvri en oxygene et ou la présence de sulfate
est suffisante, la population de bactéries sulfato-réductrices utilise la
matiére organique partiellement dégradée comme substrat énergétique

et rejette de I’H,S qui contribue 4 la mise en place de I’anaérobiose.

13
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- Dans les écosystémes marins ou les sulfates abondent, la sulfato-
réduction assure une part importante de la minéralisation de la matiére
organique. Mais les bactéries sulfato-réductrices ne se trouvent pas
seulement en milieu marin. Elles sont en effet retrouvées dans les
sédiments et dans la colonne d’eau de certains lacs d’eau douce. Elles
sont également retrouvées au sein de lacs acides, de sources
hydrothermales terrestres ou océaniques ou encore de geysers. Enfin,
les activités humaines générent des biotopes propices a la prolifération
de bactéries dissimulatrices de composés soufrés notamment dans

I’industrie pétrolicre.

< Adaptations aux facteurs environnementaux :
Les bactéries sulfato-réductrices ont une souplesse métabolique remarquable

qui leur permet de coloniser une grande variété de biotopes.

La plupart des bactéries sulfato-réductrices sont més'op_hiles ou modérément
thermophiles. Mais 1l existe des micro-organismes Hyperthennophi_lgs et

thermophiles extrémes tels que l’eSpéce Archeaoglobus ﬁtlgidus. |

De plus, certaines espéces d’eau douce sont inhibées par une forte
concentration en NaCl. C’est le cas de Desulfotomalculum acetoxidans qui ne

supporte pas des concentrations supérieures a 7g.L"! (Widdel et Pfenning 1982).

Au contraire de nombreuses souches d’originé marine supportent des
concentrations de 100g/1 (Widdel 1988). |

De plus certaines souches peuvent croitre dans une large gamme de salinité.
Desulfovibrio desulfuricans peut vivre en eau douce comme dans des milieux a

60g/1 de NaCl.
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Cependant la seule BSR halophile connue se développant en présence de
250g/1 de NaCl est : Desulfohalobium retbaense (Ollivier et al. , 1994).

Ensuite, la plupart des souches de bactéries sulfato-réductrices ont leur
optimum de pH autour de 7. Cependant, elles sont connues dans des milieux trés
acides ou des sources thermales chaudes ou le pH est voisin de 3 ou 4 (Fliermans
& Balkwill, 1989 ;Jeanthon C. et al., 1999 ; Corre E, 2000).

Cependant aucune BSR acidophile n’a été isolée a ce jour '(F auque et al
2004). On trouve par contre des bactéries acalophiles ; isolées de lacs alcalins

africains, américains ou russes, qui appartiennent aux genres Desulfonatrovibrio =

et Desulfonatrum.

L’espéce Desulfonatrovibrio hydrogenovorans (Zhilina et al.,, 1997) et
I’espece Dusulfonatrum lacustre (Pikuta et al., 1998) sont capables de croitre de -
maniére optimale & des pH proches de 10.

La premiére espece utilise essentiellement 1’hydrogene et le formate comme
source d’énergie, alors que la seconde utilise également 1’éthanol. Enfin les
bactéries sulfato-réductrices peuvent survivre dans des environnements toxiques

grice a leur aptitude a créer des micro-niches anoxiques par leur rejet d’H,S.

Cependant, il existe quelquesl espéces capables d’une respiration aérobie
dans des milieux sans sulfure, ni sulfate avec I’hydrogéne comme donneur
d’électrons. C’est le cas de Desulfovibrio desulfuricans, Desulfovibrio vulgaris ou

Desulfobacterium autotrophicum.
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Pour finir quant a la grande diversité physiologique et métabolique des BSR.
Les BSR thermophiles et mésophiles occupent les environnements profonds
océaniques et sont donc soumises A des pressions hydrostatiques importantes.
Il n’existe que quelques études sur une BSR mésophile, Desulfovibrio
hydrothermalis (Alazard et al., 2003) et une bactérie thermophile Desulfovibrio
profundus (Bale et al., 1997), qui indiquent que ces deux bactéries poussent
mieux a la pression hydrostatique correspondant a leur lieu de prélévement
(2600m pour D.hydrothermalis et 500m pour D.profundus)

% Compétition avec les méthanogénes :
Selon le milieu, trois types de relations peuvent s’établir. Quand les donneurs
d’électrons métabolisables par les deux typeS de bactéries principalement'l’acétate
et ’hydrogeéne, se trouvent en quantité limitée dans le milieu, il» y a compétition

entre les deux groupes.

En milieu marin ot les sulfates sont en grande quantité, la majeure partie de
la minéralisation anaérobie est attribuée aux bactéries sulfato-réductrices.
Par contre ce sont les méthanogénes qui sont prépondérantes en eau douce. En
présence de forte concentration en matiére organique, il peut y avoir coexistence
entre les bactéries sulfato-réductrices et le méthanogenes. Il peut enfin exister

entre ces deux groupes une relation de syntrophie.

Plusieurs souches de Desulfovibrio peuvent en absence de sulfate, fermenter le
lactate inutilisable par les méthanogénes, en acétate et hydrogéne. Pour que ce
processus puisse avoir liey, il faut que I’hydrogéne soit consommé par les

méthanogenes.
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% Action dépolluante :

L’action dépolluante des bactéries sulfato-réductrices est étudiée depuis
quelques années. Les bactéries sulfato—réductrlces contribuent efficacement a la
destruction des matiéres organiques dans les milieux anaérobies ou le sulfate est
abondant. Parmi les polluants susceptibles d’étre éliminés sont I’aniline, le
résorcinol, les mono- et dichlorophénol (S.Schnell et al. 1989), mais aussi
certains hydrocarbures (F. Aecksberg et al, 1991), mais aussi 1’action de
dépollution des métaux lourds polluaﬁts environnementaux tels que Cr (VI), Mo
(VD), Se (VI), Te (VII), Fe (III), Mn | (IV) As (V), Pd (I) et U (VI) (Lovley,
1993).

Cette capacité fait des BSR des caindidats utiles pour la décontamination des

environnements pollués par des métaux% lourds (« Bioremédiation »).

Depuis quelques années, il a étéf montré que certaines bactéries sulfato-
réductrices étaient capables d’attaquer les hydrocarbures polyaromatiques, ¢’est le

cas de bactéries du genre Desulfobactermm

% La réduction du soufre élémentiaire
Le soufre est un des éléments majfpurs, car il entre dans la composition des
molécules telles que les acides aminés ou les protéines.
Le soufre est présent dans la naiture sous différentes formes, comme le
sulfure (S%) qui est 1a forme la plus rédiuite, le soufre élémentaire (S) et le sulfate

(SO4>) qui est la forme la plus oxydée.
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Ces différentes formes peuvent subir des transformations biotiques et

abiotiques (figure 1-2 )

Sulfo-oxydation
assimilatrice

Zone oxique  Oxydation [ minéralisation aérobiede la matiére organique
chimique
v

LA R AR R R NN X NN ] Hﬁ (A X R RN N XA X NS S04- ...0‘...0.0. R-SH 268000000080

+

Zone anoxique Sulfo-oxydation

Anaérobie

SO
ulfo-rélyction
issimilatiice

sulfato-anaérobie
dissimulatrice

minéralisation anaérobie
de la matiére organique

H,S

Figure 1I-2: Le cycle du soufre (d’aprés Caumette, 1987)

Le cycle du soufre comprend quatre étapes : La réduction assimilatrice des
composés soufrés, la minéralisation du soufre organique, I’oxydation des

composés réduits du soufre (en condition anoxique).
Le soufre peut étre réduit en sulfure d’hydrogeéne par réduction assimilatrice

ou dissimulatrice. Dans ces processus, le soufre est utilisé comme accepteur

d’électrons dans I’oxydation d’hydrogéne ou de composés organiques.
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Les bactéries impliquées dans la réduction du soufre élémentaire sont

capables de le réduire de fagon obligée ou facultative.

Certaines bactéries utilise le soufre comme accepteur d’électrdns, c’est le cas
des bactéries sulfato-réductrices capables de réduire le soufre élémentaire. Elles

appartiennent principalement au genre Desulfovibrio.

De nombreuses bactéries thermophiles ou hyperthermophiles, réduisent
également le soufre élémentaire de maniére facultative.
Parmi celles-ci se trouvent les espéces du genre Thermotoga (T.neapolitana et

T.maritima).

Il existe aussi des bactéries soufre - dépendantes comme les trois espéces du
genre  Desulforomonas acetoxidans, D.acetoexigens et D.succinoxidans
(Le Faou et al., 1990 ).

La sulfo-réduction est aussi connue chez certaines Archaea
thermoacidophiles de I’ordre des Sulfolobales comme Acidianus brierleyi et

Acidianus infernus.

% La réduction de thiosulfate :

La réduction de thiosulfate est connue chez les entérobactéries et chez les
bactéries sulfato—r_éductrices. Récemment de nombreux micro-organismes
fermentaires anaérobies stricts mésophiles et thermophiles appartenant aux genres
Ther)notoga, Thermosipho et Fervidobacterium (Magot et al. 1997) (Ravot et

al., 1995) se sont montrés capables de réduire les thiosulfates.

La réduction du thiosulfate est considérée dans certains cas comme une

respiration (Fardeau et al. 1994).
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Dans ce groupe, deux espéces sont décrites isolées de gisements pétroliers
chauds de la mer du nord Archeoglobus fulgidus (Stetter, 1998) et Archeoglobus
profundus (Burggraf et al., 1990).

Le genre Archaeoglc‘;bus appartient au phylum Euryarchaeota, dans lequel se
trouvent les bactéries | méthanogénes et les archaea bactéries halophiles

(Halobacteria).

Taxonomie des bactéries sulfato-réductrices (BSR) :
Comme nous I’avo | précisé précédemment, les bactéries sulfato-réductrices

constituent un groupe de bactérie complexe. Des propriétés diverses sont utilisées

pour la classification traditionnelle (Voir tableau I-2).

Les plus importantes sont : la forme des cellules, la mobilité, le pourcentage
de G + C % dans I’ADN, présence de désulfoviridine et cytochromes, optimum
de température, oxydation incompléte et compléte de 1’acétate. Pour arriver aux

différents genres, différents donneurs d’¢lectrons sont testés.
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Tableaun I-2 Principaux caractéres pour la classification des bactéries sulfato-réductrices
(D’aprés Castro et al. , 2000)

, , Temps (°C)
BSR Morphologie | Mobilité | G+C % | Désulfo | Cytochrome | Oxydation de
viridine acétate croissance
Mésophiles Gram
~ négatif :
0 - proteobacteria
Desulfobulbus Batonnet -/+ 59-69 - b,c, ¢ 11 25-40
Desulfimicrobium Batonnet +/- 52-67 - b, c I 25-40
Desulfomonas Biétonnet - 66 + c I 30-40
Desulfovibrio Vibrio + 49-66 +- a,b, ¢ I 25-40
Desulfobacter Bitonnet +/- 44-46 - C2 20-33
Desulfobacterium Bitonnet +/- 41-52 -~ b, ¢ C 20-35
Desulfococcus Sphére -/+ 46-57 +/- b, c c 28-35
Desulfomonile Batonnet - 49 + C, C 37
Desulfonema Filament | glisseme | 35-42 +f- b, c (o 28-32
Desulfosarcina Oval nt 51 - b, ¢ c 33
+/-
Sporulées Gram-
positif :
Desulfotomaculum | Bétonnet 48-52 - b, ¢ I/C 25-40/40-65
+
Thermophiles
Thermo- Bitonnet/ 30-38 ~ 3, © 1 65-70
desulfobacterium Vibrio -+
Archaea
thermophiles
Archaeoglobus Coques 41-46 - n, r r 64-92
+-
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L’analyse de I’ARNr a permis de classer les BSR en quatre groupes (Castro
et al., 2000)
Les BSR mésophiles Gram-négatif

Les bactéries Gram positif sporulées

Les thermophiles

Les archéobactéries thermophiles (tableau 2)

Le premier' groupe les BSR mesophiles Gram-négatif, appartient a la sous

division des protéobactéries.
Deux familles sont représentatives :

Les Desulfovibrionaceae et les Desulfobacteriaceae (Devreux et al., 1990 H
Widdel et al., 1992) |

La famille des Desulfovibrionaceae inclut les genres Desulfovibrio et

Desulfomicrobium.

L’espéce pigra a été reclassée sur la base de PARN 16S et nommée
Desulfovibrio piger (Holt J.G, 1993).

Cette espéce est différente des autres Desulfovibrio par son absence de

mobilité et la forme des cellules en « batonnets ».
La deuxiéme famille : Les Desulfobacteriaceae est constituée des genres

Desulfobullus, Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfosurciea,

Desulfomonile, Desulfonema, Desulfobotulus et Desulfoarculus.
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Des analyses de ’ARN 16S effectuées par 1’équipe de Castro (2000) a
permis de rajouter de nouveaux genres: Desulfobacula, Desulfospira,
Desulfocella, Desulfobacca, Desulfocinum, Thermodesulforhabolus,
’Desulforhabolus, Desulfocapsa, Desulforhopalus et Desulfofustis.

Et de reclasser certaines par exemple les genres Desulfobotulus et |
Desulfoarculus en  Desulfovibrio  sapovoraus et Desulfovibrioboarssi
(Stakebrandt et al., 1995 ; Holt J.G, 1993).

Le deuxiéme groupe des bactéries Gram-positives sporulées est constitué par
le genre le plus représentatif Desulfotomaculum qui posséde un G + C % faible,

phylogénétiquement proche des genres Bacillus et Clostridium.

En effet les BSR Gram positifs sont proches desClostridia, et peuvent
comme les espéces de la classe, réaliser la fermentation du pyruvate comme
Desulfovibrio guttodeus (Stackebrant et al. , 1997) et Desulfovibrio ;spamaudeus
(Cord — Ruwish et Garcia, 1985).

Le troisi¢éme groupe des BSR thermophiles sont représentées par les deux
espéces les plus connues 7hermodesulfovibrio yellowstonii isolées d’une source
‘hydrothermale du parc national Yellowstone (Henry et al, 1994) les deux
espéces font partie de branches profondes de I’arbre phylogénétique du domaine
Bacteria et proche des Archeae (figure 1-3)
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Proteobacteria
Desulfosporosinus a, B, y-subdivision
d-subdivision
Desulfomaculum Chloroflexus
Bacillus
Thermodesulfovibrio Thermologa
Thermodesulfobium quifex
Thermodesulfobacterium
BACTERIA » EUKARYA
ARCHAEA N [Caldivirga
Sulfur-metabolizing
Extreme thermophiles
halophiles /
| Archaeoglobus Methanogens

Figure I-3 : Arbre phylogénétique montrant la position des genres sulfato-

réducteurs (noms encadrés, d’aprés Birkeland, 2005).
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Ces bactéries présentent des températures optimales de croissance de 65°C a
70°C qui sont inférieures a celles des Archea thermophiles dernier groupe des

BSR qui elles peuvent survivre a des températures égales ou supérieures a 80°C.

2 — 2 Les bactéries méthanogénes

Les bactéries méthanogeénes appartiennent exclusivement au domaine des
Archaea (voir figure [-4). |

Bacteria™ Archaea : Eucarya

Cren

Figure I -4 : Arbre phylogénétique des trois domaines du vivant établi sur la base
des séquences codant pour I’ARNr 16S.

Les traits en gras montrent les branches contenant des organismes anaérobies
identifiés dans les eaux de gisements pétroliers. Bacteria : A

1, Thermotogales; 2, Flavobactéries et espéces affiliées; 3,
cyanobactéries ; 4, bactéries pourpres; 5, bactéries Gram-positives et 6,
bactéries vertes non sulfureuses. Archaea : régne des Crenarchaeota : 7, | genre
Pyrodictium et 8, genre Thermoproteus; régne des Euryarchaeota: 9,

Thermococcales ; 10, Methanococcales; 11, Methanobacteriales; 12,
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Methanomicrobiales et 13, les halophiles extrémes. Eucarya : 14, les animaux ;
15, les ciliés ; 16, les plantes vertes ; 17, les champignons ; 18, les flagellés et 19,

microsporidia.

Les bactéries méthanogenes se développent dans les environnements

anoxiques (Oremland, 1988).

C’est un groupe bactérien connu pour sa capacité d’adaptation a différentes

températures et concentration de sel.

Les espeéces thermophiles constituent 20 % des méthanogénes connues et

appartiennent uniquement a six genres (JL. Garcia, 1990).

La majorité des méthanogénes croissent a des pH compris entre (6.0 — 8.0),
et deux espéces appartenant au genre Methanobacterium, poussent a des pH
alcalins compris entre 8 et 9 (Worakit et al, 1986, Blotervogel et al., 1985) et
I’espece Methanoholophilus zhilinae souche holophile avec un 6ptimum de
croissance a un pH de 9.2 (Mathrani et al., 1988).

Bryant et al, (1967) ont isolé la souche Methanobacillus omelianskii,

premiére souche réduisant le CO, en méthane décrite.

La compréhension des mécanismes de la respiration anaérobie est due en
grande partic aux travaux réalisés par Sthngen en 1910 et en particulier les

réactions de méthanogénése.

En effet, il a montré qu’en présence d'hydrogéne et de dioxyde de carbone,
quatre moles d’hydrogéne sont nécessaires pour réduire une mole de CO, en

méthane.
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Zeikus (1972), a isolé pour la premiére fois une bactéric méthanogéne

thermophile Methanobacterium thermoautotrophicum .

Puis John Leigh et al. (1983) ont isolé également pour la premiére fois une
bactérie thermophile extréme Methanococcus janashii retrouvée dans des

sédiments marins.

D’autres souches mésophiles ou thermophiles, ont ét¢ répertoriées,
retrouvées également dans les environnements salés terrestres (Borzenkov et al.,
1997) ou d’autres types d’écosystémes (Davidora et al, 1997 ; Ollivier et al.,
1994 ; Obraztsora et al.,, 1988) tels que les eaux de gisements pétroliers salés
(Adkins et al.,, 1992 ; Bernard et al, 1992 ; Magot et al., 1994).

2 — 3 Les bactéries acétogénes

En condition d’anaérobiose, les bactéries productrices d’acétate, réalisent

~ Tacétogénése (Doefing 1988).

L’acétogénése se définit comme I’oxydation de substrats couplée a la
réduction de protons, avec pour résultat la formation d’acétate et d’hydrogene
comme produits finaux. La production d’acétate peut étre réalisée soit a partir du
CO; et de Phydrogéne H, (Homoacétogénése), soit a partir des sucres, des
alcools, des composés en C; (Formate, méthanol), des aminoacides, des acides

gras ou encore des composés aromatiques.

Les bactéries homoacétogénes sont des bactéries fermentaires qui se

caractérisent par la production exclusive d’acétate.
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Les genres les plus représentatifs sont :

Acetobacterium et Clostridium en particulier I’espéce Acetobacterium woodii
(Balch et al., 1977) ou Clostridium aceticum (Braun et al., 1987).

Concernant les environnements profonds, une nouvelle espéce isolée des
eaux de gisements pétroliers a été décrite . Acetobacterium romashkorii
(Davydova — Charakhehyan et al., 1993). |

2 — 4 Clostridium

Le genre Clostridium est un genre bactérien regroupant des bacilles gram
positifs anaérobies souvent sporulés, anaérobie strict pour la plupart, mobile en

général par I’intermédiaire de flagelles péritriches.

Phylogénie : Clostridium appartient 3 la famille des Clostﬁdiaceae, ordre des
Clostridiales, classe des Clostridia, phylum des Firmicutes.

La classe des Clostridia contient une grande variété des bactéries réparties
entre trois ordres et onze familles. Le genre Clostridium étant le plus représentatif

et le plus important de la classe.

Le genre Clostridium comporte plus d’une centaine d’espéces réparties en
trois groupes (Mainil.J et al, 2004)
1) Espéces non pathogénes (la majorité)
2) Les pathogénes mineurs (% 30 espéces)
3) Les pathogénes majeurs (+ 13 espéces) hautement pathogénes pour

’homme

28



Partie bibliographique

Les plus « célebres » espéces :

o Clostridium tetani — ’agent du te’ianos

o Clostridium botulinum 1, 11 et 111 I’agent du botulisme (V.
Tableaux)

e Clostridium perfringens — retrouvé dans certaines plaies
gangréneuses (gangréne gazeuse) ou dans les intoxications
alimentaires. |

o Clostridium difficile — retrouvé dans du colite

o Clostridium chauvoei

e Clostridium haemolyticum

e Clostridium piliforme

. Clostridz‘um septicum

e Clostridium histolyticum

Historique de quelques Clostridia pathogénes

Le genre Clostridium a ét¢ proposé pour la premiere fois par Prazmowski cn
1880 quand il a décrit C. butyricum, les clostridia sont Gram positive, formant des -
spores en forme de batonnets ce qui explique leur classification dans un premier
temps comme Bacillus, leur caractére anaérobie n’a été reconnu que plus tard et a
ce moment 13, on les a classé dans le genre Clostridium, a I’'inverse, des especes
décrites appartenant au genre Clostridium , ont été classées dans de nouveaux
genres comme FEubacterium, Filifactor, Moorella, Fihegoldia, Calormaton et

autres.

Certains noms ont ét¢ modifiés (Euzeby, 2003)
- L’espéce CI botulinum a été décrite pour la premicre fois par Van
Ermengen en 1896 comme étant Bacillus botulinum.Dans la premiére

édition du Bergey (1923) ,elle est nommée CI. botulinum.
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- L’espéce Cl Chauvoei a été décrite pour la premiére fois par Arloing
et al, en 1887 comme Bacterium chauvoei, plus tard nommée
différemment :Bacillus  chauvaei,Bacillus  carbonis et Bacillus
authracis symptomatici. Elle fut nommée Cl feseri par Trevisan en
1885. Ce nom épparait uniqﬁement dans la 6° édition du Bergey
(1948). |

- C. difficile décrite pour la premiére fois en 1935 par Hall et O.Toole
comme Bacillus difficilis et apparait dans la 5° édition du Bergey’s
Manual (1939).

D’autres espéces comme Clacetobutylicum ou ClI. butyricum sans danger

pour I’homme, sont utilisées pour des fermentations dans 1I’industrie.

Beaucoup d’espéces sont présentes dans le sol, eau, air, poussiéres.
Ce genre est trés important dans 1’environnement notamment dans les cycles

géochimiques en particulier le cycle de 1’azote.
L’azote est fixé a I’état naturel de deux fagons :

o Par l‘es phénoménes physico-chimiques au niveau de 1’atmosphere
e Par certaines bactéries (4zotobacter, Clostridium Nostoc, Rhizobium) etc. |
Et également le cycle de carbone, en effet 7,5 x 10" tonnes de cellulose sont
produits dans 1’environnement par photo synthe¢se chaque année 5 a 10 % sont
dégradés dans des conditions anaérobies par diverses bactéries, la nature, la
cellulose se trouve sous plusieurs formes : xylane, hemicelluloses, et lignine :
beaucoup des bactéries anaérobies cellulotyques du sol et des sédiments sécretent

des cellulases et xylanases (Gal et al., 1997).
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Une espéce nouvelle Clostridium hungatei a été isolée du sol par Esteban
Monserrate et al. (2001).

Une autre espéce Clostridium scatologene isolée de sédiments acides en
I
Allemagne, bactérie anaérobie autogéne réduit le CO, en acetate (Drake, 1994 ;
Schink, 1994).

3 - Echantillonnage des eaux souterraines

Le but de I’échantillonnage d’une eau est fourni pour I’analyse d’un

échantillon représentatif de son milieu.

L’échantillonnage des eaux souterraines réunit des précautions a prendre

_ pour maitriser chaque phase de I’échantillonnage :

% Le prélévement :

Lors de I’échantillonnage d’une eau souterraine, les prélévements dans les
forages non équipés de pompes sont ceux qui peuvent le plus modifier la
composition de I’eau a cause de la difficult¢ d’obtenir un échantillon représentatif
du milieu, de la contamination de I’eau par les instruments de prélevement et du

contact de I’eau avec I’atmosphere.

11 existe différentes techniques de prélévement d’eau dans les forages. Les

principales sont :
1 — Les tubes échantillonneurs :

Ces tubes ne permettent de remonter a la surface que des volumes d’eau

restreints (1 + 0,51).
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2 - Systémes de prélévements par seringues :
Le systtme permet de descendre une seringue dans le forage jusqu’a la
profondeur voulue pour le prélévement.

Ce 'systéme d’échantillonnage ne 'modiﬁe que trés peu\la composition de I’eau.

3 — Pompes :
L’utilisation de pompes pour le prélévement d’eau dans un forage constitue
la technique la plus communément admise. Il permet également, grice aux
mesures en continu lors du pompage de déterminer le moment ou I’eau devient

représentative du milieu aquifére. Il existe plusieurs types de pompes.

4 — Tuyaux des pompes et autres accessoires servant au prélévement :

Le tuyau d’aspiration ou de refoulement d’une pompe, la pompe elle-méme,
de méme que tout autre récipient dans iequel I’eau transite au cours de
I’échantillonnage peut étre assimilé a un flacon dans lequel I’eau séjourne que
temporairement. Les considérations émises sur la propreté et la nature des flacons

|
s’appliquent donc aussi aux tubages des pompes.

5 - Cellules d’échantillonnage i dialyse et a4 diffusion :

¢  Cellules a dialyse ou « peeper »

Une cellule & dialyse consiste en un flacon en verre contenant de 1’eau

~ ultrapure et dont le bouchon est remplacé par une membrane perméable (ﬁltré 0,1

mm ou plus fin). Cette technique présente I’avantage de fournir un €chantillon
exempt de turbidité et de germes (Rouen et al, 1986 ; Davis et al., 1992 ;
Steinmann et Shotyk, 1996).
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Ce type de cellules donne de trés bons résultats pour ’analyse des substances

minérales.

¢ Cellule a diffusion
Méthode tres pratique pour la mesure des composés organiques volatiles
(Barber et Briegel, 1987).

6 — Echantillonneurs automatiques de nombreux types existent sur le marché

des plus simples au plus élaborés :

¢ Filtration
En régle générale le matériel nécessaire a la filtration des échantillons est
fourni par le laboratoire qui exécute les analyses.
Plusieurs options de filtration : |
- La filtration sous vide
- La filtration granitaire
- La filtration sous pression
- La filtration tangentielle
- La filtration in situ

¢ Flacons
En régle générale, les flacons sont fournis par le laboratoire qui exécute les
analyses car leur type et leur contenance dépendent non seulement des

composants 3 analyser mais aussi de la méthode d’analyse.

+ Etiquetage
Les flacons doivent é&tre clairement identifiés a ’aide d’étiquettes adhésives
indiquant :

- Le numéro de I’échantillon
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- Lenom/ le numéro du point du prélévement
- La date (et heure) du prélévement

- L’organisme de prélévement

¢ Préparation et exécution de l’échantillonnage

L’échantillonnage d’une eau selon OFEFP (2001) comprend la préparation
du prélévement, le prélevement proprement dit, le conditionnement de
I’échantillon, aussi que son stockage jusqu’au moment ol I’eau est analysée.
Chacune de ces étapes est importante pour assurer 1a fiabilité¢ des résultats

d’analyse.

¢ Nettoyage de I’équipement

Dans la plupart des cas, un simple ringage du matériel d’échantillonnage
avec I’eau a prélever suffit.

Il arrive cependant que ce matériel soit souillé au cours de la campagne
d’échantillonnage par une eau polluée. La surface du matériel doit étre lavée a
I’aide d’un détergent et d’une brosse puis rincée a I’aide d’un appareil a
projection de vapeur. Le lavage des parties inférieures (pompes, tuyaux) se fera

par circulation des produits de nettoyage et de ringage.

Pour les prélévements d’eau dans notre aquifere, nous nous sommes inspirés

des travaux de Basso (2004), elle a mis au point une technique qui consiste a

réaliser des injections chlorées trois fois successivement pour désinfecter le
conduit avant de prélever les échantillons, le nombre total des bactéries décroit de
2,5 x 10° 21,0 x 10"/ ml durant la procédure de désinfection.

Les cultures bactériennes des premiers échantillons, sont dominées par les
sulfato-réducteurs et les hétérotrophes. Cette méthode permet d’obtenir les

phylums représentatifs de cet aquifere.
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Partie 2 — Les méthodes de dénombrement et d’identification des bactéries
en écologie microbienne '
1 — Les méthodes classiques de microbiologie

La croissance bactérienne peut étre appréciée en estimant en fonction du
temps les variations de la masse bactérienne ou du nombre de cellules.

Cette estimation peut étre faite par des mesures quantitatives.

'1-1Méthodes de numération
1-1 -1 Numérotation totale
La totalit¢ des cellules viables ou non est dénombrée au miéroscope dans des
compartiments volumétriques (chambres de comptage de petroff-hausser). Cette
technique ne donne des résultats acceptables que dans des conditions

expérimentales ot I’on est siir que la quasi-totalité des cellules sont vivantes.

1—-1-2 Numérotation des cellules viables
On compte les colonies bactériennes apparues sur ou dans ce milieu de
culture gélosé ou liquide, inoculé par un aliquot d’une suspension bactérienne

homogéne et suffisamment diluée.

A Taide de dilutions successives, on détermine la dilution maximale a
laquelle il est possible d’obtenir une croissance de microorganismes
Dans ces conditions, si I’isolement des colonies est correct, chacune de ces
colonies est supposée dériver d’une seule bactérie appelée unité formant colonie
(UFC) sur milieu solide ou le nombre le plus probable sur milieu liquide
(technique de NPP). Inversement et quelle que soit son activité métabolique ou
‘génétique, toute bactérie incapable de former une colonie est dite non viable
(Kisaud et al., 2002). |
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1-1-3 Comptage par épiﬂuoresc_énce

Pour ce type de comptage, on utilise la propriété qu’ont certains
chromophores lorsqu’ils sont excités a une longueur d’onde (lamdal), de
réémettre 1’énergie fournie sous forme lumineuse a une longueur d’onde

supérieure (lamda2)(Zimmermann et Meyer-Reil, 1974).

Selon lesk colorations, c’est le chromophore qui va se fixer directement sur la
cible (DAPI ,SYBR Green) alors que dans d’autres cas, il sera relié a une
molécule non fluorescente qui jouera le role d’agent de spécificité (anticorps,
sondes nucléiques ). La coloration va étre réalisée directement sur les cellules.

Pour des environnements pauvres en microorganismes, il est nécessaire de
concentrer les échantillons par filtration. On utilise couramment un filtre noirci
(Hobbie et al., 1977) sur lequel il est possible de colorer les cellules avec des

marqueurs fluorescents tels que :

- Le DAPI (diamino-phenylindole) colorant I’ADN
- L’acridine orange qui colore ’ADN et 'ARN
- Le Sypro qui colore les protéines et qui a été utilisé pour quantifier la

biomasse planctonique (Zubkov et al, 1999)

~ 1-2 Méthodes quantitatives
1~2 —1 Mesure directe de Ia masse bactérienne exprimée usuellement en
« poids sec »
Les bactéries sont lavées, séchées et pesées. C’est donc une méthode longue

qui nécessite une grande quantité de cellules. C’est 1a méthode de référence.
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1 ~2 —2 Mesure de Pactivité enzymatique des bactéries
Mesure du poids, mesure de la consommation d’oxygene (appareil de

Warburg). Ces méthodes sont peu précises et rarement utilisées.

1 -2 -3 Mesure de la densité optique
On mesure la lumiére absorbée par la suspension bactérienné, dans ces
conditions de spectre lumineux soigneusement défini.
Cette méthode est de loin, la plus employée : elle est rapide et précise, mais sa

susceptibilité est modérée car il faut une teneur d’au moins 107 b*/ml pour obtenir

" une densité optique mesurable.

1 -3 Les cultures d’enrichissements et d’isolement des communautés
bactériennes
1-3-1 L’enrichissement |
Un milieu de culture est une préparation au sein de laquelle des micro-
organismes peuvent se multiplier. Il doit donc satisfaire les exigences nutritives ce

qui Vimplique :

- Couvrir les besoins en ions minéraux, en facteurs de croissance, apporter la
source de carbone et d’énergie, la source d’azote;

- Présenter un pH voisin du pH optimal.
11 existe une grande variété de milieux de culture en rapport avec la diversité des
exigences nutritives des micro-organismes.

On distingue généralement :

- Les milieux synthétiques de composition connue, qualitativement et

quantitativement. Ces milieux sont surtout utilisés pour I’étude des

bactéries autotrophes ou pour étudier les besoins nutritifs d’un germe.

137



Partie bibliographique

e Milicux usuels :

On regroupe sous ce vocable un ensemble de milieux de composition et
de préparation assez simple, permettant le développement d’une grande

variété de microorganismes

e Milieux enrichis :

Ils sont obtenus en incorporant 3 un milieu de base adéquat des liquides
ou suspensions riches en molécules organiques diverses, du sang frais, du
sérum, des suppléments polyvitaminiques.

e Milieux sélectifs :

Les milieux sélectifs sont adaptés aux conditions de culture d’un

microorganisme donné,
1-3-2 Isolement et identification

e Milieux d’orientation et d’identification :

La plupart des milieux d’isolement sont congus pour mettre en évidence
des caractéres biochimiques permettant une orientation du diagnostic
grace a des constituants ajoutés au milieu.

Aprés Pisolement d’une souche pure sur ces milieux, sa caractérisation
consiste a‘ déterminer ses caractéres phénotypiques et génotypiques, et

donc en déduire sa position taxonomique.

2 — Les méthodes moléculaires d’analyse des communautés
bactériennes

2 — L’ARN ribosomique 16S
Pour comparer des organismes phylogénétiquement trés éloignés, il faut
utiliser des séquences qui restent sensiblement conservées durant des centaines de

millions d’années, tandis que la comparaison d’organismes proches requiert
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1’étude des séquences ot des mutations se seront accumulées en quelques millions

d’années.

La classification phylogénétique retenue par I’actuelle édition du « Bergey’s

Manual of Systematic Bacteriology » repose essentiellement sur les séquences des
ADN 16s. | |

En 1983, Kimura a émis le concept d’horloge « évolutionnaire » : La vitesse
de I’évolution est constante, les mutations qui surviennent dans le génome n’ont
pas nécessairement de conséquences phénotypiques, mais elles sont étroitement
corrélées avec le temps. Comme le souligne Woese : 1’évolution a un rythme
quasi-indépendant des changements des phénotypes (théorie neutraliste de
I’évolution). | B
Dans ces conditions, il est possible de construire un arbre phylogénétique en

utilisant des méthodes mathématiques.

Le principe de base consiste & comparer des génes homologues c'est-a-dire
descendant d’un ancétre connu et ayant conservé une fonction identique au cours
du temps. Les ARN; (ARN ribosomiques) ont été choisis comme marqueurs

phylogéniques.

Ce sont les travaux de Carl Woese qui ont permis par des étudgs de
phylogénie moléculaire appliquée a I’étude des séquences d’ARN ribosomique
de :

- Décrire les especes bactériennes en terme de phylogénie
- De reconnaitre la multitude des especes bactériennes présentes

- De découvrir le domaine des Archéobacteries
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Les ARN; (16s pour les procaryotes) ont €té choisis en taxonomie pour trois

raisons principales :

v 1Is sont présents dans toutes les cellules, ce qui permet des
comparaisons entre procaryotes et eucaryotes.

v’ IIs ont une structure bien conservée car toutes modifications
importantes pourraient avoir des conséquences importantes sur les
synthéses prbtéiques. Il existe d’ailleurs des portions d’ARN; dont la
séquence est identique chez les étres vivants. '

v" 1ls sont abondants dans la cellule, et faciles a purifier.

Les ARN;, s’associent a des protéines pour former les ribosomes, chez les
procaryotes, ils sont constitués d’une sous unité 30s d’un ribosome qui contient
de 15 ARN; 16s et la sous unité 50s contient de I’ ARN; 5s et de ARN; 23s. |
L> ARN; 5s est formé d’environ 120 nucléoti.des, 1’ ARN; 16s d’environ 1540
nucléotides et I’ ARN; 23s comprends environ 2900 nucléotides‘. Tous les ARN;
sont monocaténaires, sauf dans quelques régions ou se forment des boucles par

appariement de bases complémentaires situées sur la méme chaine.

Chez une bactérie, les geénes qui .codent pour les ARN; sont organisés en
opérons dont la structure est semblable : trois genes, séparés par un espace,
codent pour les ARN; 16s (geéne 1rs), les ARN; 23s (géne 1rl) et pour les ARNr Ss
(géne rrf). L ARN, 16s est le plus utilisé car il est plus facile a analyser que I’
ARN; 23s et plus riche en information que I’ ARN; 5s. ‘

L’établissement de dictionnaires d’oligonucléotides initialisé par Fox et
Woese a été riche d’applications. L’ ARN; 16s est digéré par la ribonucléase T,
pour donner naissance a des oligonucléotides pouvant contenir jusqu’a 20 bases et

se terminant toyjours par un résidu guanyl.
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Ces oligonucléotides sont suffisamment courts pour pouvoir étre séquencés,
seuls sont retenus les oligonucléotides formés de plus de 6 nucléotides car il y a
peu de chance pour que la séquence qui les caractérise soit représentée plus d’une
fois dans la molécule d’ ARN; 16s.

Lorsque les ARN, 16s de deux bactéries contiennent un ou plusieurs
oligonucléotides semblables, ces deux bactéries sont apparentées.
Plus le nombre d’oligonucléotides semblables est élevé, plus I’homologie est

grande.

En ne retenant que les oligonucléotides vcomprenant au moins 6 nucléotides,
il est possible de constituer un dictionnaire des oligonucléotides. La majorité des
dictionnaires comprend entre 60 et 70 oligonucléotides. Pour comparer entre .
elles, deux bactéries A et B, on calcule un coefficient de similarité (ou coefficient
d’association) : SAB =2 NAB /NA + NB ou NAB est le nombre de nucléotides
dans les oligonucléotides communs aux deux bactéries.
NA est le nombre total des nucléotides dans le dictionnaire de la souche A et NB

est le nombre total des nucléotides dans le dictionnaire de la souche B.

A laide de méthodes statistiques et informatiques, il est possible de

construire un arbre phylogénétique montrant les parentés et filiations.

Actuellement, ces dictionnaires sont supplantés par le séquengage de
’ARN, 16s. la séquence du géne correspondant est connue pour prés de 4000 -
souches et est accessible par interrogation de bases de données (Gen Bank,

EMBL) consultables sur Internet.
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Ainsi il suffit de déterminer la séquence du géne codant ’ARN; 16s et de la
confronter 4 une banque de données pour positionner I’espéce correspondante

dans I’arbre phylogénétique des bactéries.

La construction d’un arbre phylogénétique est réalisée selon différentes

méthodes (distance, parcimonie, maximum de vraisemblance).

La confrontation de différentes techniques et ’évaluation de la robustesse de
la topologie (nceuds ou embranchements) par la méthode de « bootstrap »
permettent d’apprécier la qualit¢ de I’arbre obtenu. Il réunit les séquences

homologues en groupes monophylétiques.

- Le positionnement d’une séquence dans un groupe monophylétique
réunissant des organismes partageant des caractéres phénotypiques aboutit au
diagnostic du genre. L utilité du séquencage des ARN; 16s est reconnue par tous

les taxonomistes.

2 — 2 Les techniques moléculaires
2 -2 -1 Clonage et séquencage de I’ ARN, 16s
Le clonage et le séquencage des genes d° ARN, 16s sont trés utilisés en
écologie microbienne. Le principe général de la méthode est détaillé dans la

figure I-5.
La méthode comprend quatre étapes clés :

L’extraction de I’ADN génomique total de I’échantillon ;

L’amplification spécifique des génes codants pour ’ARN ribosomique
16s ;

Le clonage des produits d’amplification ;
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Le séquengage des ADN; 16s séparés et individualisés dans la banque de

clones entre procaryotes et eucaryotes.

Extraction des ADN
génomiques
génome L <= 000
{ } , 0o
Echantillon
ﬂ Amplification du pool
d’ADN,; 16s par PCR
(polymérase chaine réaction)
ﬂ Clonage des E.coli
O O O Séquengage
/ S T > des génes
Réamplification —m d’ARN; 16s
de chaque géne par PCR

Figure I- 5 : Principe général du clonage — séquencage.

Dans la pratique, le procédé classique pour extraire I’ADN est 1’extraction

par le couple phénol-chloroforme.

Le phénol est un excellent agent dénaturant des protéines et les acides
nucléiques : il est ensuite éliminé par I’extraction avec du chloroforme (non

nuisible avec 1’eau).

De nombreux Kits sont proposés actuellement pour faire cette extraction (par

exemple Promega).
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La quantité d’ADN est mesurée par spectrophotométrie dans I'ultra-violet a
260nm et a 280nm. Cette derni¢re longueur d’onde permet d’estimer la

contamination éventuelle de I’extrait par des protéines.

» Migration électrophoréti(jue des fragments d’ADN
Les fragments d’ADN aprés digestion par les enzymes de nutrition peuvent
Etre séparés par électrophorése sur un gel d’agarose. La détermination précise des
tailles des fragments séparés par électrophorése est effectuée en faisant migrer des
marqueurs de poids moléculaire en paralléle avec les échantillons 3 analyser.
La détection de I’ADN sur ce type de gel est réalisée par exposition aux rayons

UV aprés réaction avec un réactif spécifique (bromure d’éthidium par exemple).

» La technique d’amplification génique ou techliique PCR (« polymerase

chain reaction »)

Principe :
Cette technique décrite en 1985 (K.MULLIS et coll.) permet d’amplifier des
séquences d’ADN de maniére spécifique et d’augmenter de mani¢re considérable

la quantité d’ADN dont on dispose initialement.

~ Elle nécessite de connaitre la séquence des régions qui délimitent ’ADN a
amplifier. Ces séquences serviront a synthétiser des amorces oligonucléotidiques
complémentaires. Ces oligonucléotides serviront & délimiter la portion d’ADN a

amplifier. L’ADN polymérase les utilisera comme amorces.

Réalisation pratique :
La technique comporte des cycles successifs. Chaque cycle comprend une

succession des trois phases :
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- Une phase de dénaturation par la chaleur pour se’parer les deux brins
d’ADN (92 - 95°C) (30 secondes — 1 minute).

- Une phase d’hybridation avec les deux amorces spécifiques entre
55 - 60°C.

- Une phase d’extension par ’ADN polymérase a partir des amorces a
70 —72°C (1 — 2 minutes).

La premiére amorce, se fixe sur un brin d’ADN, P'autre sur le brin

complementaire (30 sec — 1 minute).

Cette technique a pris un essor considérable avec I’introduction d’'une ADN

polymérase résistante a la chaleur Tagq.

- LaRT-PCR
LaRT -PCR se déroule en deux phases :
Une premiére phase correspond a la copie d’ARN messager en ADN
complémentaire (CADN) et une seconde phase correspond a une réaction PCR

classique sur le cADN synthétisé.

Dans la premiére phase, I’ARN messager a étudier est repéré en utilisant une
sonde oligonucléotidique spécifique (amorce 1 qui s’hybride a I’extrémité 3° du
seul mARN auquel on s’intéresse), puis la trahscriptase inverse (ou
rétrotranscriptase) permet la synthése du brin complémentaire (sous une forme de
cADN simple brin).

- Une seconde amorce oligonucléotidique spécifique (amorce 2) permettra la
synthése du second brin par extension.
L’ADN complémentaire synthétisé servira ensuite de matrice pour une réaction

PCR classiqué. ( vorr figure I- 6).
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Figure I-6 : technique de PCR et de RT-PCR
Le séquengage de PADN |

Technique de Sanger
Principe
Cette technique enzymatique est basée sur la ’copie d’un fragment d’ADN

monocaténaire que 1’on désire séquencer par une ADN polymérase.

On utilise des didésoxynucléosides triphosphates. Ces dérivés ne possédent
pas d’OH en position 3° du désoxyribose. L’incorporation de ce
dédisoxyribonucléotide par ’ADN polymérase bloque I’allongement de la

molécule d’ADN en cours de copie.

La technique de Sanger s’est considérablement automatisée avec ’apparition
des appareils de séquencgage automatique.

On utilise des amorces ou des didésoxynucléosides triphosphates marqués a
des fluorochromes.

Aprés les réactions de séquencage, on sépare les produits sur des pistes

“électrophorétiques. La lecture se fait par un balayage automatique qui permet de

discriminer grice a des fluorochromes différents les quatre bases A, T, C ou G.
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L’utilisation de logiciels informatiques permet de fournir un tracé

électrophorétique avec des couleurs différentes pour chaque base élémentaire.

Technique chimique de MAXAM et de GILBERT
La méthode chimique de MAXAM et de GILBERT
- La méthode chimique de Maxam et de Gilbert est moins utilisée actuellement

que la méthode enzymatique de SANGER.

L’ADN a séquencer est tout d’abord marqué en 5° avec phosphore 32
(d’ATP) puis clivé aprés A, G, C ou T par divers réactifs chimiques. |

Aprés clivage par ces réactifs, les fragments produits sont séparés par
électrophorése en gel de polyacrylamide. L’examen de I’autoradiographie

correspondante permet de connaitre la séquence du brin analysé.

2-2-2RFLP |
Parmi les trés nombreux sites de restriction qui jalonnent I’ADN génomique, il
en est qui sont quasiment constants, ¢’est a dire toujours présents au méme locus

sur toutes les molécules homologues de 1’espéce.

Cette technique a été développée dans le but d’une analyse rapide de la
diversité microbienne de différents échantillons sur la base de discrimination des
fragments de restriction d’ ADN; 16s terminaux marqués. (Clément et al., 1998 ;
Liu et al., 1997). |
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Le principe de la méthode est représenté dans la figure I- 7.

5Kb 2Kb
site Eco RI site Eco RI site¢ Eco RI
constant facultatif constant
A 4 y y
—>
‘_.—.
sonde génomique utilisée
, pour hybrider le southern
/ 120pb \
site facultatif absent : site facultatif présent :
formation d’un fragment de 7Kb formation de 2 fragments de 5
entre les deux sites constants et 2Kb entre les deux sites constants
analyse par southern : -/= -+ +/+ analyse par PCR :
7Kb v 120pb
5Kb 90pb
2Kb : 30pb

Figure 1-7 : Définition, conséquences et visualisation d’une RFLP

a) un site facultatif EcoR1 est situé entre deux sites constants a des distances respectives de 5 et 2 Kb. Son
absence ou sa présence conduit & un polymorphisme de la longueur des fragments de restriction a ce
niveau du génome, aprés digestion totale de ’ADN, - ‘

b) La taille de ces fragments est visualisable sur un Southern blot : aprés digestion totale de "ADN
génomique, électrophorése en agarose, transfert sur membrane et hybridation avec une sonde marquée
ayant une homologie partielle avec les trois types de fragments (voir les pointillés sur le schéma en haut).
L’analyse du nombre et de la taille des fragments permet de génotyper les individus étudiés, ici de
gauche 2 droite, -/-, +/-, et +/+ : _

c) Sile segment génomique contenant le RFLP étudié a été séquencé, au moins dans ses extrémités, il est
possible de I’amplifier par PCR (fléches correspondant aux amorces dans le schéma sous le site
facultatif). La PCR dispense de la gestion totale de I’ADN génomique, de 1’électrophorése et du
Southern. Aprés PCR, on réalise la digestion des fragments amplifiés et on les visualise sur un gel de
controle (polycramide ou agarose). Dans I’exemple présent on a amplifié un fragment de 120 pb avec
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des amorces situées 4 90 et 30 pb du site facultatif, ce qui aboutit en cas d’absence et/ou de présence 4 la
visualisation de fragments de 120 pb et/ou de 90 et 30 pb.

3 — Taxonomie des procaryotes

La taxonomie est la science qui permet de classer rationnellement les
organismes vivants en groupes d’affinité ou taxons.
La taxonomie et la nomenclature sont les deux disciplines de la systématique dont

la principale application est I’identification.

3 — 1 — Les différents rangs hiérarchiques
Le monde des procaryotes est divisé en deux domaines :
Les Archaea (ou Archaeobacteria) et les Bacteria (ou Eubacteria). V.Figure
n°S En théorie, au sein de chacune de ces domaines, on reconnait les groupes

hiérarchiques suivants :

Phylumus (ou divisions), classes, ou sous- classes, ordre, sous-ordres,
familles, sous-familles, tribus, sous-tribus, genres, sous-genres, especes, et sous-

especes.

- La tribu
Est un rang hiérarchique qui tombe en désuétude. Vingt- quatre tribus ont un
statut dans la nomenclature bactérienne mais les derniéres tribus (Eubactericae et
Miccococceae) ont été proposées par Prévot en 1961. |
Les tribus ne sont plus prises en compte dans la classification du « Bergey’s -

Manual of systematic Bacteriology ».
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- Le sous-genre
Est un rang hiérarchique trés peu utilisé. Pour chacun des rangs

hiérarchiques, une nomenclature type doit étre désignée :

=  Ordre type pour les phylums, classes et sous-classes,

= Genre type pour les ordres, sous-ordres, familles, sous-familles, tribus,
et sous-tribus.

= Espece type pour les especes et sous-especes

» Souche type pour les especes et sous-especes.

3 — 2 Les différentes approches taxonomiques
3 -2 — 1 Taxonomie phénotypique
Depuis la classification proposée par Cohn en 1872 et jusqu’au début des
années 1960, toute la taxonomie bactérienne reposait sur une classification

phénotypique.
La classification phénotypique utilise un faible nombre de caractéres

considérés comme importants tels que la morphologie, la présence d’une spore, la

mise en évidence d’un caractére biochimique jugé essentiel (voir tableau 3)
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Tableau I-3 : quelques caractéres phénotypiques pour identification

Caractéres morphologiques

Caractéres Physiologiques et Métaboliques

Forme cellulaire

Taille cellulaire

Source de carbone et d’azote

Constituants de la paroi cellulaire

Partie bibliographique

Morphologie des colonies Sources d’énergie
Caractéristique ultra structurale Produits de fermentation
Coloration de Gram Mode général de nutrition
Mobilité Optimum et gamme de températures et de
Flagelles croissance.
- | Forme et localisation de I’endospore Luminescence

Morphologie et localisation des spores ~ Mécanismes de conversion de I’énergie

Inclusion cellulaire Tolérance osmotique
couleur Relation avec 1’oxygene

Optimum ét gamme de pH de croissance
Pigments photosynthétiques

Besoin et tolérance en sels

- Sensibilité aux antibiotiques

3 — 2 -2 - Taxonomie numérique
En 1763, le botaniste Frangais Adanson proposait une méthode de
classification qui tenait compte de I’ensemble des caractéres d’un organisme.
En 1957, Sneath applique une similaire aux bactéries et développe une taxonomie

qualifiée de numérique ou d’adansonienne.

De maniére schématique, la méthode consiste a étudier, pour chaque souche
plus d’une centaine de caractéres morphologiques, biochimiques, culturaux,
présence ou absence d’un constituant cellulaire particulier (un acide gras
membranaire, une protéine, une quinone....) et a attribuer le méme poids a chacun

des caractéres qui sont codés 1 (présence du caractére) ou 0 (absence du
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)
caractere). Méme en multipliant le nombre de caractéres étudiés, la taxonomie

numérique n’évalue que 5 a 20 % du potentiel génétique d’une bactérie.

3 —2-3 Chimiotaxonomie

La Chimiotaxonomie se base sur 1’étude de constituants cellulaires.
Les plus utilisés sont le peptidoglycane, les quinones (présence de ménaquinones
ou d’ubiquinones) ; les lipides polaires (utilisés pour la taxonomie du phylum des
Actinobactéria) et les acides mycoliques (taxonomie des génes Corynebacterium,

Dietzia, Gordonia, Nocardia, Rohodococcus).

Les méthodes chimiotaxonomiques qui sont complexes sont réservées a des

laboratoires spécialisés.

3 —2 -4 Taxonomie moléculaire
% Détermination du G+ C %
En 1949, Chargaff et al. montrent que le contenu en bases puriques
(G : guanine, A : adenine) et en bases pyrimidiques (C : cytosine, T : thymine) de
I’Adn pourrait varier, mais qu’il était relativement constant pour les individus

d’une méme espece.

Le contenu en base d’un ADN est exprimé par :
G+C%=(G+C)x100/(A+T+G+C).

Chez les procaryotes, les valeurs du G + C %sont trés dispersées et elles

varient de 25% a 75%.

Actuellement, on admet que des bactéries dont les G + C différent de plus de
5 % ne devraient pas appartenir & une méme espéce et que des bactéries dont le G |

+ C différent de plus de 10% ne devraient pas appartenir & un méme genre.
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% Les hybridations d’acides nucléiques
Les hybridations ADN — ADN se sont révélées essentielles pour la définition

d’une espéce bactérienne.

Leurs réalisations n’ont été possibles qu’aprés la découverte par Marmur et

al. (1961) du phénoméne de renaturation de ’ADN.

Le chauffage progressif d’une solution d’ADN conduit & une dénaturation de
la molécule, c'est-a-dire la séparation des deux brins de la double hélice.
La dénaturation est liée & la rupture des liaisons hydrogéne reliant chaque paire de

bases.

Si on refroidit brutalement la solution d’ADN dénaturée, la structure
monocaténaire est conservée. Par contre si le refroidissement est lent, il se produit
une renaturation de PADN: les deux brins de I’ADN monocaténaire se

réassocient pour reformer une double hélice.

Les hybridations ADN — ADN, utilisées en Bactériologie, sont réalisées a
partir d’un mélange de deux ADN dénaturés provenant de deux bactéries
différentes.

Dans ces conditions, on obtient d’autant plus de duplex hétérologues que les
séquences d’ADN des micro-organismes sont proches. En fonction des

similitudes de séquence, deux types de duplex hétérologues peuvent se former :

- Si le§ ADN des deux bactéries présentent des homologies importantes, il se
prodﬁit d’abord un appariement étroit au niveau d’un segment qui porte des
bases complémentaires (site de nucléation), puis le duplex se compléte de

proche en proche comme dans le cas d’une fermeture a glissiére.
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- Siles ADN des deux bactéries ont des séquences trés différentes, il peut se
produire un appariement au niveau de quelques bases complémentaires
situées dans une zone limitée, mais le reste des fragments ne s’associe pas

ou seulement par quelques liaisons hydrogénes.

Dans les conditions optimales d’hybridation, deux ADN doivent posséder au
moins 80 % de séquences complémentaires pour pouvoir se réassocier.
Ce fait explique que les hybridations ADN — ADN ne peuvent étre utilisées pour
comparer des bactéries trés différentes. Elles sont utilisées pour définir les

especes et dans une moindre mesure les génes.

En revanche, elles n’ont que peu d’utilité pour classer des bactéries dans un

rang hiérarchique supérieur au genre.

Les techniques d’hybridation ont également été appliquées a l’hybridation
ADN - ARN, L’hybridation ADN - ARN; a été employée pour placer des
procaryotes dans un rang hiérarchique supérieur a I’espece. Elles ont permis de

dégager le concept de super famille, terme proposé par DELEY.

Les hybridations ADN - ARN; ont été remplacées par 1’établissement de

dictionnaires d’oligonucléotides puis par le séquencage des ADN; 16s.

Aussi, seuls des résultats présentés dans des publications antérieures a 1995
ont été obtenus a I’aide de cette technique.
% Etude de diverses séquences génétiques
Pour comparer des organismes phylogéniquement trés €loignés, il faut
utiliser des séquences qui restent sensiblement conservées durant des centaines de

millions d’années.
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La classification phylogénétique retenue par Tactuelle édition du « Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology » repose essentiellement sur les séquences des
ADN, 16s. | |

% Les arbres phylogénétiques
Les méthodes de reconstruction
Les arbres phylogénétiques sont élaborés par comparaison des séquences
d’ADNTr 16S selon les méthodes de distances et de parcimonie. Dans chaque cas
la robustesse des arbres dépend des alignements corrects et justes des séquences.

Je cite qu’une seule, la plus couramment utilisée

= L es méthodes de distance :

Ces méthodes rapides déterminent le nombre de nucléotides qui varient entre
deux séquences, Je cite qu’une seule, la plus couramment utilisée.
» Laméthode de Neighbor- joining ( Saitou et Nei, 1987) :

C’est une méthode agglomérative qui utilise un algorithme de clusterisation,

les séquences sont rassemblées d’aprés leur similarité. Son algorythme prend
en compte les phénomenes d’homoplasie.

s Laméthode de parcimonie :

Cette approche détermine 1’arbre le plus parcimonieux possible, présentant le
moins de mutations pour passer d’une séquence a une autre (Reeves, 1997 ;
Edgell et al., 1996 ; Fitch, 1971). |
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3 — 3 Définition des groupes taxonomiques
3 - 3 — 1 Définition d’une espéce bactérienne
~ L’espéce constitue I’unité de base ou le maillon essentiel de la classification

bactérienne.

La définition classique d’une espece biologique n’est pas applicable aux

procaryotes et les bactériologistes ont dii élaborer une définition originale de

I’espéce !

En bactériologie, une espéce est constituée par sa souche type et par
I'ensemble des souches considérées comme suffisamment proches de la souche
type pour étre incluse au sein de la méme espéce. Il convient de remarquer qu’il
n’existe aucune définition universellement admise de 1’espéce bactérienne.
(Euzeby, 2006).

Deux comités, désignées par « I'International Comitee ou systematic
Bacteriology » et « International commitee ou systematics of prokarriotes » se

sont efforcés d’établir une définition de I’espéce bactérienne.

- Un premier comité, présidé par Wayane, a émis des conclusions et le rapport
d’un deuxiéme comité, présidé par stackebrandt, a ét¢ publié¢ en 2002. Pour ces

deux comités, 1a définition de I’espéce se base sur les homologies ADN — ADN.

3 — 3 -2 Définition d’un genre |
Toutes les especes sont classées dans des genres ce qui permet d’appliquer a

la systématique bactérienne la nomenclature « binomale » préconisée par Carl

von Linné.

Avee I’espéce, le genre est donc le rang hiérarchique le plus important.
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La définition d’un genre donné par Cowan en 1968 est la suivante :

“...One of the basic ranks in the hierarchical systems used in biology, and
probably the highest rank with any significance in microbiology ”

Depuis 1968, aucune définition satisfaisante d’un genre n’a été formulée et
comme le soulignent Brenner, Staley et Kineg (2001) une telle définition

n’existera peut &tre jamais.

De manicre idéale, un genre devrait rassembler des espéces génétiquement et
phénotypiquement apparentes et il devrait pouvoir étre identifié sur la base de ses

caractéres phénotypiques.

Les critéres génétiques varient selon les auteurs mais un genre pourrait
regrouper des souches présentant entre 30 et 60% d’homologie ADN — ADN
et/ou des espéces formant un groupe distinct sur la base des séquences des ADN,

16s (homologies de séquences supérieures a 90 ou 94%).

On admet également que des procaryotes dont les G + C % différent de plus

de 10 % ne devraient pas appartenir & un méme genre.

3 -3 — 3 Classification de Ia deuxiéme édition du Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology
La classification utilisée par la majorité des bactériologistes est celle du
« Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology » cette classification a pour but de
refléter 1a phylogénie des procaryotes et pour les taxons _d’unlrang hiérarchique
supérieur au genre, elle est basée principalement, voire exclusivemént, sur les
séquences des ADN; 16s.
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La classification du «Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology »
reconnait deux domaines ou empires “Archaea” et « Bacteria ». chaque domaine

est divisé en phylums qui sont & leur tour subdivisés en classes, ordres, familles,

genres, espéces et éventuellement, sous-espéces.

Les tribus et les sous-genres sont des rangs hiérarchiques non retenus dans
cette classification. Le domaine des « Archaea » est constitué du phylum des

« Cremarchaeota » et du phylum des « Euryarchaeota ».

Le domaine des « Bacteria’ rassemble 24 phylums: « Aquificae» ;
« Thermotogae » ; « Thermodesulfobacteria » ; « Deinococcus — Thermus »,
« Nitrospira» ;  « Deferribacteres » ;  « Cyanobacteria» ;  « Chlorobi » ;
« Proteobacteria »,  «Firmicutes»;  «Actinobacteria»;,  «Planctomycetes»;
«Chlamydiae » ;  « Spirochaetes » ;  « Fibrobacteres » ;  « Acidobacteria » ;
« Bacteroidetes » ; « Fusobacteria» « Verrucomicrobia » ; « Dictyoglomi » et

« Gemmatimonadetes ».
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1 — Echantillonnage et conservation des échantillons
1 -1 Le site d’étude |
Le site d’étude se situe dans le bassin parisien & environs 100 km & I’ouest
de Paris. C’est un puits éruptif artésien de 820 métres de profondeur. L’eau

extraite provient d’une formation calcaire du rauracien.
- L’aquifere présente une température in situ de 38°C, un pH de 7,7 et une
salinité¢ de 6g/l en NaCl, dont 2,4 g/l de sulfates. La composition minérale de

I’eau de I'aquifére est résumée dans le tableau II-1.

Tableau 1I-1 : Mesures de la composition de I’eau prélevée de I’aquifere

Puits

Mesures au laboratoire - mg/l
Carbone inorganique : 33,8 A
Total organic carbon | - 3,54
Ca™ | | 228
Mg™ — 123
Na® — 3180
K" ‘ 466
NH," \ | 9,24
Mn** | \ 0,2
Fe*" 1 81
HCO5 ' 453
Ccr A 3720
SO } 2370
F- 4,33
NOy ' ' o 0,1
NO5y 1

Mesures in situ
Température (C°) 38

pH 7,7
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1 —2 Echantillonnage et conservation des échantillons

L’¢chantillonnage des milieux profonds est une opération difficile pour

I’obtention des prélévements représentatifs.

De plus le forage d’un puits reste une opération onéreuse ce qui de ce fait

limite la quantité d’échantillons prélevés en terme de volume et de nombre

(Ghiorse et Wilson, 1988).11 est donc important d’optimiser le procédé.

La procédure d’échantillonnage a été décrite par Basso (2005) qui a

travaillé sur le méme site d’étude.

La procédure d’échantillonnage ;

L’échéntillonnage s’effectue aprés une procédure de nettoyage qui

comprend cinq étapes :

¢
¢

Une premicre purge importante du puits a son ouverture

Un brossage des parois du puits a l’éide d’un outil spécialement
congu a cet effet |

Une seconde plirge, dans le but d’élhni@er les matiéres en suspension
pouvant provenir du biofilm bactérieﬂ localisé sur les parois du
tubing. |

Une chl_oration en trois étapes, dans un“ but de stérilisaﬁpn avant le
prélévement final. Le chlore est inject¢ au fond du puits afin
d’e’liminér tout matériel biologique résiduel.

Une derniére étape de purge du puits aﬁn d’éliminer tout le chlore

injecté.

Ensuite, la collecte est réalisée en téte de puité. Cela comprend le piquage’

d’un flexible stérile, par des aiguilles de type Neolué 21G (0,8 m) Terumo®

Le remplissage des échantillons s’effectue dans des flacons stériles et pré-

conditionnés en anaérobiose. contenant un mélange gazeux (Ny: 95, CO;: 5,
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H;: 5) ceci d’une part, d’autre part, la flore bactérienne présente dans 1’aquifere

est concentrée par filtration (Sommerville et al., 1989).

La filtration s’effectue sur des filtres 0,20 um en polycarbonate (Millipore
Sterivex GT 2ml) équipés de pré-filtres de 0,45 um et montés sur des aiguilles
stériles (Admix Needle 1861 5TW, Nokor™).

Le piquage est réalisé sur un tuyau de caoutchouc stérile de 0,5 cm de
diametre interne, connecté a la téte de puits.
La collecte des échantillons a été faite par 1’équipe du Pr Magot(Université
de Pau, France).
. Conservatioh de I’échantillon

Les échantillons d’eaux sont conservés a 4°C et a ’abri de la lumiére.

2 — Techniques culturales
2 -1 Les milieux de culture anoxiques
Pour la préparation des milieux de culture anoxiques, nous avons utilisé les
techniques mises au point par Hungate (1969) et développées par Miller et
Wolin (1974). (photos : II-1, II-2)
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Photo I1.2 : Dégazage des milieux

Dans un premier temps, les milieux sont portés a ébullition ‘poﬁr étre
dégazés puis refroidis sous un flux d’azote exempt d’oxygene.

Ils sont alors répartis dans des tubes de Hungate, puis les tubes ou flacons
sont dégazés une seconde fois sous un flux d’'un mélange azote/dioxyde de

carbone (80/20) et enfin stérilisés a I’autoclave pendant 45 min a 110°C,
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Avant inoculation, on ajoutera stérilement pour 5ml de milieu :
- 0,1ml de Na,S, 9 H,O 4 2% (p/v)
- 0,1ml de NaHCO; a 10% (p/v)
Les solutions de Na,S, 9H,0 et NaHCO; préparées en anaérobiose, sont

stérilisées séparément a 1’autoclave pendant 45 min & 110°C.

2 — 2 Les roll-tubes
Pour Iisolement des bactéries anaérobies, nous avons utilisé la technique

des roll-tubes mises au point par Hungate (1969).

Cette méthode consiste a faire bouillir sous flux d’azote un milieu de
culture contenant de 1’agar noble (environ 2%), puis le répartir a chaud dans des
tubes’ de Hungate a raison de 5,0 ml par tube. Ces tubes sont stérilisés a
I’autoclave pendant 45 min a 110°C aprés que 1’atmosphére ait été renouvelée

par un flux d’'un mélange azote/dioxyde de carbone (80/20).

Avant inoculation, les tubes sont chauffés pour faire fondre 1’agar puis
refroidis a environ 50°C. Aprés avoir ajouté 0,1 ml de Na,S 9H20 a2%et0,1
ml de NaHCO; a 10% dans chaque tube. Ceux-ci sont inoculés avec 0,5 ml dé
~ culture. Ils sont alors placés horizontalement sur leur tour (« tube Spinner »,
Bellco Glass Inc, Vineland, USA) afin de répartir d’'une maniére homogéne le
milieu gélosé sur toute la surface du tube tout en étant refroidis avec de la glace.
(Voir photo II-3).

64



Matériels et méthodes

Photo IL3 : Tube Spinner (Roll tube)

2 -3 Composition des milieux de culture
2 —3 —1 Milieu de culture pour I’étude de Ia souche AS68
La composition du milieu MB68 est la suivante :
(Pour 1 litre) : NH4Cl, 1g ; K,HPO,, 0,3g ; KH,PO,4 0,3g ; MgCl,, 0,5g ; CaCl,,
0,1g ; KCl, 0,1g ; Cystéine HCl, 0,5g ; NaCl, 5g ; extrait de levure, 1g ; solution
d’oligo-¢lément de Balch et al (1979), 1m! ; Résazurine 0,1%, 1ml.

~Le pH est ajusté & 7 - 7,4 avec une solution de KOH 10N. Apres
stérilisation, le milieu est additionné des solutions stériles tampon et réducteur
et sucre (NaHCO; Na,S et glucose a 20Mm).

2 — 3 -2 Milieu de culture pour I’étude de la souche AS36
~La composition du milieu de culture pour I’étude de la souche AS36 est

comme suit (Pour 1 litre) :

NH,Cl, 1g; K,HPO, 0,3g; KH,PO,, 0,3g; MgCl,6H,O, 0,5g;
CaCl,2H,0, 0,1g; Na,SO,, 4g ; KCl, 0,1g; Cystéine HCl, 0,5¢g ; NaCl, 5g ;
extrait de levure, 0,1g ; Solution d’oligo-éléments de Widdel, 1ml.

Aprés stérilisation, le milieu est additionné de solutions stériles de tampon
et réducteur et lactate (NaHCO;, Na,S et lactate a 20mM).
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2 —4 Solutions utilisées pour les milieux de culture
2 —~4 -1 Solution d’oligo-éléments de Balch et al (1979)
La composition de cette solution est comme suit : ;\
Acide nitriloacétique, 1,5g ; MgS0,4.7H,0, 3g ; MnSO,.2H,0, 0,5g ; NaCl,
1g; FeSO4.7H,0, 0,1g; CaCl,.6H,0, O,Ig ; CaClL.2H,0, 0,1g; ZnCl,, 0,1g;
CuS04.5H,0, 0,01g ; AIK(SO4),, 0,01g ; H3BO;, 0,01g.

Le pH de la solution est ajusté a 7. Cette solution est conservée a 4°C.

2 — 4 -2 Solution d’oligo-éléments de Widdel
La composition de cette solution est la suivante :
HCL a4 25% (6.75N) : 10 Ml
Acidifier le fer avant de dissoudre les éléments suivants :-
FeCL,, 4H,0, 1,5g ; H;Bo; , 60mg ; MnCL,,4H,0, 100mg ; CoCL, ,6H,0O ,
120mg ; ZnCL, , 70mg ; NiCL,,6H,0 , 25mg ; CuCL,,2H,0 , 15mg ; ALCL; ,

50mg , Na,MoQ, , 2H,0 , 25mg ; Na,Se0s, 3mg ; H,O pour 1000ml . Le pH est

ajusté a 7. Cette solution est conservée a 4°C.

2 —4 -3 Solutions méres de sucres
Les sucres sont préparés en anaérobiose puis sont stérilisés par filtration
(filtre Millipore, porosité : 0,22 pm) et conservés en flacon pénicilline a

température ambiante.
D-Glucose, 1M ; D-Fructose, 1M ; Lactose, 0,5M ; Mannose, 1M ; D-

Xylose, 1M ; Mannitol, 1M ; Cellobiose, IM. L’amidon est directement pesé

dans les tubes, a raison de 5g/l
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2 -4 -4 Solutions méres d’acide organique
Les solutions suivantes sont préparées en anaérobiose et stérilisées a
I’autoclave pendant 45 min 4 110°C :
Formate, 4M ; acétate, IM ; propionate, 1M ; lactate, 1M ; succinate, 1M ;
pyruvate, 1M ; fumarate, IM.

2 -4 -5 Solutions méres de protéines, peptides et dérivés peptidiques
Les solutions peptidiques sont préparées en anaérobiose et stérilisées a

I"autoclave pendant 45 mn 4 110°C :

Biotrypcase (hydrolysat trypsine de caséine, BioMérieux) ; 10% (p/v)
Casa aminoacides (Hydrolyse acide de caséine, sigma), 20% (p/v) ;
Extrait de levure (Difco), 10% (p/v). |

3 — Isolement des souches AS68 et AS36

3 —1 Enrichissement et Isolement des deux souches
Le milieu d’isolement est le suivant :
Pour 1 litre d’eau de formation reconstituée : Biotrypcase, (Mérieux), 15g;
extrait de levure, 10g ; Glucose, 2,5g ; Cystéine HCl, 1g ; Résazurine, 1ml d’une
solution 4 0,1%. Ajuster le pH 4 7,7.
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Tableau II-2 : Eau de formation reconstituée (concentration en g/l)

NaF 0,010
MgCl,, 6H,0 1,025
Na,SO, 3,506
KCl 0,085
NH,Cl 0,027
CaCly, 2H,0 0,838
NaCl 4,754
NaHCO; 0,865
Na,S 0,001
FeCl,, 2H0 | 0,024

L’isolement des souches est réalisé grace a la technique des roll-tubes

(paragraphe 2-2) dans le milieu cité précédemment.

Aprés croissance des cultures, nous avons inoculé par dilution successive
une série de roll-tubes qui a ét€ inoculée a 37°C pendant 5 jours. Une colonie est
prélevée dans la derniére dilution positive et mise en suspension dans 5 ml de

milieu avant d’€tre rediluée en milieu gélosé.

Apres avoir répété ce protocole deux fois, la colonie qui apparait dans la
derniére dilution positive en milieu solide est prélevée pour inoculer une série de
tubes en milieu liquide. Le dernier tube positif, qui sera contrdlé en microscopie

optique, correspond a la souche clonée.

3 —2 Manipulation des souches et conservation
3 — 2 —1 Manipulation des souches
La manipulation'des souches est effectuée en chambre anaérobie (boite a

gants) (voir photo I1.4) pour les cultures en milieu solide (roll-tubes) et a I"aide
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d’une seringue stérile préalablement purgée & I’azote (gaz stérilisé par filtration)

pour les cultures en milieu liquide.

Photo I1.4 Boite a gants

3 -2 -2 Conservation des souches
Les souches ont été conservées par congélation a 80°C. En outre, elles sont

conservées en collection dans la souchothéque du laboratoire IRD de Marseille.

Ces souches ayant fait ’objet de deux publications, (1’'une acceptée et la
seconde en cours) sont déposées en collection & la DSM (Deutshe Sammlung
Von Microorganismen und Zelkulturen Gumbh, Braunschweig, Allemagne) et la

JCM (Japan Collection of Microorganisms).
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4 - Caractérisation phénotypique des souches AS68, AS36
4 -1 Morphologie
4-1-1 Coloration de Gram

On utilise des cellules bactériennes d’une culture en phase exponentielle,
lesquelles ont été colorées a I’aide du KITGRAM (SIGMA DIAGNOSTICS), en
suivant les instructions du fabricant. |

Les lames sont lavées pour enlever I’excés de colorant, séchées a
température ambiante ét observées au microscope optique de contraste de phase
(NIKON OPTIPHOT) a l’objectif d’immersion 100X et les prises de vues sont
effectuées avec un appareil NIKON FX 35.

- 4-1-2 Microscope éleétronique a balayage ,

Les cellules d’une culture bactérienne en phase exponentielle sont
collectées par centrifugation a 13 000 tours pendant 15 minutes. Le culot est
couvert avec glutaraldéhyde 2,5% et réfrigéré & — 4°C pendant 24 heures. Le
glutaraldéhyde est décanté et le culot lavé de 3 a 5 fois avec un tampon
phosphate. Le culot libre de tampon est couvert avec du tétraoxyde d’osmium a

2% pendant deux heures.

L’osmium est décanté et le culot est déshydraté dans 1’alcool dilué (30, 50
et 70%) deux fois, 15 mn chacun. Le culot est laissé au repos toute la nuit dans
la derniére dilution. L’échantillon est trait¢ et placé dans une capsule

microporeuse et immergé dans I’éthanol absolu afin de le déshydrater.

L’échantillon est séché complétement avec du CO, liquide et mis sous
forme de poudre sur un ruban de charbon fixé sur une lame d’aluminium.
Pour finir, 1’échantillon est couvert d’un mélange charbon — or pendant 250

secondes (Bozzola et Russell, 1991).
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Les bactéries sont observées a 1’aide d’un microscope électronique (TEOL

5500). Cette technique a été réalisée avec la collaboration du Pr. Pierre Thomas.

4—-1-3 Coloration des flagelles par la méthode de Rhodes

La coloration est réalisée a 1’aide des solutions suivantes :

Mordant : Cette solution est préparée en ajoutant 10ml d’acide tannique
(10%), 5ml d’une solution aqueuse saturée d’aluminium de potassium et 1ml de

chlorure ferrique a 5%.

Nitrate d’argent ammoniacal : Cette solution est préparée en ajoutant
goutte & goutte de ’ammoniaque dans une solution de nitrate & 5%, qui est
mélangée avec une baguette de verre jusqu’a ce qu’il ne se forme plus de

précipité.

Coloration : Sur la face d’'une lame parfaitement propre, quelques gouttes
d’une culture jeune (en phase exponentielle) sont déposées et laissées séchér a
I’étuve a 30°C. Le mordant est alors ajouté. Apres 8 mih, la lame est lavée a
I’eau distillée avec précaution et couverte de nitrate d’argent ammoniacal
(chauffé presque a ébullition dans un tube).

Aprés 5 minutes, la lame est lavée a ’eau distillée et apres le séchage,
I’observation des flagelles est réalisée au microscope, en immersion directe sous

contraste de phase.

4 — 2 Physiologie
4 -2 —1 Température optimale de croissance
La températuie optimale de croissance des deux souches ¢tudiées a €té
déterminée en mesurant la vitesse maximale de croissance a différentes

températures.
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Pour chaque température, deux tubes de Hungate sont inoculés avec une
culture en phase exponentielle de croissance et incubés dans des bains — marie
(Polystat I, Bioblock, France).

La mesure de la croissance est effectuée par lecture de la densité optique a
580 nm dans le spectrophotométre (uv— visible Varian 50 SCAN).

4 —2~2 Influence de la concentration de NaCl
L’influence de la salinité sur la croissance des souches a été étudiée en
ajoutant différentes quantités de NaCl dans les tubes de Hungate avant la
répartition du milieu, pour obtenir des concentrations de 0 a 200 g/l. Deux
répétitions pour chacune des salinités testées, sont réalisées et tous les tubes sont

incubés a la température optimale de croissance.

4 -2 -3 Effet du pH
Pour mesurer la vitesse maximale de croissance des souches a plusieurs
pH (4,5 — 9), on a ajouté différentes quantités de NaHCO; (10%), de NaCO;
(8%) ou de HCI (IM) a des tubes inoculés. Le pH initial a été mesuré 2 I’aide
d’un pHmétre (Tacusel Electronique PHN 81). |

Le milieu est préparé a la concentration optimale de NaCl et les souches

sont incubées a la température optimale de croissance.
4 —2 -4 Les accepteurs d’électrons

|
Pour tester la capacité d’une souche a réduire différents composés, on les

ajouﬁe au milieu de culture a différentes concentrations (Tableau II-3).
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Pour le soufte élémentaire, il est pesé directement dans les tubes avant la
répartition du milieu, tandis que pour les autres accepteurs, ils ont été ajoutés a

partir de solutions méres stériles.

Pour chaque accepteur, les cultures sont doublées en prenant les résultats du
deuxiéme repiquage. La réduction des composés est contrdlée par le dosage des
produits du tableau correspondant & leur réduction, ainsi que la culture cellulaire

mesurée a 580 nm.

Tableau II-3 : Les accepteurs soufrés et azotés testés

Nom Formule (C] Pendant la réaction de
réduction

Sulfate de sodium Na,SO4 20 mM H,S
Sulfite de sodium Na,SO; 2 mM H,S
Thiosulfate de sodium Na2S,0; 20 mM H,S/ H,S + SO,
Nitrate de potassium KMO; 20mM | NO,, NO, N, ou NHy'
Nitrite de potassium KNO, 5 mM NO, N, ou NH,"
Soufre élémentaire S 1% - H,S '

4-2-4-1 Etude de Pactivité soufre — réductrice
4-2-4-1-1 Protocole
On prépare le milieu de base mais sans thiosulfate. On ajoute les solutions
stériles [NaHCOs;, Na,S, glucose(AS68) lactate(AS36)] et les accepteurs
d’électrons soufrés A tester 4 20mmol. L™ pour le sulfate et le thiosulfate et a
2mmol.L”! pour le sulfite. Le soufre est introduit dans les tubes avant la
répartition du milieu a une concentration de 10 gL', On réalise aussi un tube

témoin sans accepteurs inoculé.
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La croissance est suivie par la mesure de la densité optique (DO).
La disparition du substrat corrélée a 1’apparition de produits de fermentation
(HPLC) atteste de 1’utilisation d’un substrat.

Tableau II-4 : Substrats utilisés par la détermination des demandes nutritives

des souches isolées

Acides organiques Alcools Protéiques

Acetate Ethanol Biotrypcase Fructose
Benzoate Butanol Casaaminoacides Sorbose
Butyrate Glycérol Cysteine-Hcl Cellobiose
Citrate Mannitol Peptone

Formate Méthanol Extrait de levure

Fumarate Isopropanol Sucres

Lactate Propanol Glucose

Malate Gas Saccharose

Pyruvate H; Mannose

Propionate H;CO: D-Xylose

Succinate Ribose

Amidon

4 -2 —~5-1 Dosage des produits du métabolisme

4-2-5-1-1 Chromatographie haute pression en phase liquide
Le dosagé des produits de fermentation (acides organiques, sucres et

alcools) est réalisé par chromatographie haute pression en phase liquide

(HPLC).

L’appareil est équipé d’une pompe (Spectra série P100, Thermo separation
Products) et d’'un dégazeur, d’un appareil d’échantillonnage automatique
(Spectra Series AS 100), d’une colonne Aminex HPX 87H (300 x 7,8 nm) (Bio-

Rad), d’un détecteur a réfractométre et d’un logiciel (Azur Microsoft).
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Les échantillons sont centrifugés a 13 000 tpm pendant 8 mn, ensuite 600
pl de surnageant sont placés dans des flacons et 20 ul sont injectés

automatiquement.

La température de la colonne est & 35°C ; la solution d’éluant de H,SO,
(0,005N) est filtrée et le débit est de 0,6 ml-min™.

L’¢étalonnage de l’appareil est réalisé & partir de solutions standard qui
permettent de définir pour chaque produit a doser le temps de rétention et la

corrélation entre la surface d’intégration et la concentration.

4 -2 -6 Cytochrome et dé;sulfoviridine
Pour déterminer la présenbe de cytochromes et de désulfoviridine, on a
besoin de 2 a 3g (poids humides) de cellules récoltées par centrifugation. Les
cellules sont remises en suspension dans un tampon Tris-HCI 10 uM pH 7,6,‘
ensuite elles sont cassées aux ultrasons (4 fois pendant 2 minutes). Le
surnageant est prélevé soigneusement, puis dilué 2 & 3 fois dans le méme

tampon avant de faire le spectre.

Le spectre d’absorption est déterminé en balayant les longueurs d’onde de
300 a 700 nm. Si I’extrait contient de la désulfoviridine, il appafait sur le spectre
un pic symétrique centré a 628 nm. Dans cette région du spectre (au dessus de
600 nm) rien d’autre n’absorbe et il n’y a pas d’interférence avec d’autres

protéines et le cytochrome ¢ a4 410 nm.

4 -2 -7 Recherche de formes sporulées
L’observation de formes sporulées résistantes a la chaleur est réalisée en
incubant deux tubes repiqués d’une culture dans des conditions suivantes : 10 et
20 mn a 90°C et pour finir 10 et 20 mn a 100°C.
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Une éventuelle croissance aprés incubation a haute température ainsi que

des observations au microscope, témoignent de la présence de spores ou autre

forme de résistance a la chaleur.

4 -2 -8 Test d’anaérobiose (Tolérance a Poxygéne)
Pour déterminer la tolérance a 1’oxygéne, les souches sont inoculées dans
un milieu avec 5, 10 et 20 ml d’air prélevé stérilement et ajouté a des tubes qui

sont alors incubés sous agitation pour faciliter la diffusion de 1’oxygéne dans le

milieu de culture,

Pour finir et afin de vérifier que les souches étudiées sont bien anaérobies,
celles-ci sont inoculées dans du milieu aérobie, exempt de réducteurs et préparé
sans flux d’azote. La capacité des souches a croitre en aérobiose est vérifiée par

observation au microscope optique et par analyse de produits finaux du

métabolisme.

4 -2 -9 Recherche de la résistance aux antibiotiques
On prépare le milieu de base. Aprés stérilisation, on ajoute les solutions
stériles (NaHCO3, Na,$S et glucose). Les antibiotiques sont injectés juste avant

I’inoculation.

L’effet des ATB est testé a des concentrations croissantes de 25 pg/ml, 50
pg/ml 100 pg/ml et 300 pg/ml en fonction des résultats des premiers tests.

On teste les antibiotiques suivants : chloramphénicol pénicilline G et
ampicilline. L’étude est réalisée en double et un deuxiéme repiquage est réalise.
On prépare un tube témoin contenant que de I’éthanol car le chldramphénicol
était insoluble, on le dissout dans de 1’éthanol ; ce tube permet de vérifier que

1’éthanol n’inhibe pas la croissance.
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Tableau IL. § : Principaux mécanismes d’action des antibiotiques employés

dans cette étude

Ampicilline , Pénicilline G : inhibe la synthése de la
paroi cellulaire par inactivité de la transpeptidase a la
surface interne de Ia membrane cellulaire, agit sur les

Chioramphénicol : inhibe la traduction de 1a submite
508 ribosomale de la peptidyl-transférase (inhibition de

bactéries Gram (+) et Gram (-)

1”élongation)

S— Techniques de Biologie Moléculaire

5 -1 Détermination du G + C% de ’ADN génomique des souches
AS68, AS36

L’analyse est effectuée par la DSMZ ‘ (Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zelkulturen Gubh, Braunschweig, Allemagne). |

La méthode utilisée pour extraire et doser les acides nucléiques est la

suivante :

Les cellules sont cassées a 1’aide d’une presse de French et L’ADN est

ensuite extrait et purifié sur une résine d’hydroxyapatite selon la méthode

de Cashion et al., (1977).

L’ADN est hydrolys¢ avec la nucléase P1 et déphosphorylé avec une
phosphatase alcaline selon la méthode de Mesbah et al., (1989).

Les acides nucléiques sont dosés par HPLC. L’étalonnage de 1’appareil
est réalisé selon la méthode de Mesbah et al, (1989) qui permet de définir
pour chacun des 4 acides nucléiques (JAMP, dTMP, dGMP, dCMP), le
temps de rétention de la corrélation entre la surface d’intégration et la
concentration de la base considérée.

L’étalonnage est vérifié avec un hydrolysat de I’ADN du phage A dont le
G+C% est de 49,9%.
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5-2 Etude phylogénétique des souches AS68 et AS36
L’analyse phylogénétique, réalisée par comparaison des séquences d’ADN
codant pour la sous-unit¢ 16S de ’ARN ribosomal (ARN;-16S) a été réalisée

avec les méthodes suivantes.

5 —2~1 Extraction et purification de PADN génomique
On réalise I’extraction d’ADN pendant 1a phase exponentielle de croissance
avec le kit de purification d’ADN génomique Wizard (Promega) 4 partir de 5ml

de culture d’apres le protocole fourni avec le kit (voir. ann'éxe).

§5—2 —2 Réaction de polymérisation en chaine (PCR) et purification du
fragment amplifié

Appareillage :
e Temp. Tronic series 669 (Thermolyse, Dubuque, USA)
o Matériel d’électrophorese avec générateur électrique E734 (Bioblock,
Strasbourg, France)

e Table UV (Bioblock, Strasbourg, France).

Conditions opératoires :

Le principe de cette technique consiste a amplifier une séquence définie
d’ADN du génome en le multipliant en grand nombre de fois grice a une
polymérase. L’ampliﬁcation est réalisée par cycles successifs comprenant les

étapes suivantes : N

- Dissociation de ’ADN double-brin par élévation de la température du
milieu réactionnel 4 95°C

- Hybridation des amorces spécifiques des bornes du fragment d’ADN
génomique a amplifier (ADN;-16S) par abaissement de la température
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- FElongation des amorces par la Taq polymérase, aprés élévation de la
temperature a 72°C.

Afin de vérifier I’amplification, deux contrdles sont réalisés. Le controle
positif est réalis¢ avec ’ADN génomique d’Escherichia coli et le controle
négatif sans ADN.

La purification de I’ADN,-16S amplifié est réalisée apres électrophorese,
par découpage du gel d’agarose. Apres élimination de 1’agarose, le fragment

d’ADN est directement séquencé.

5—2 - 3 Séquencage et analyse
Appareillage : '

- Séquenceur automatique ABI

Conditions opératoires :
Les amorces utilisées pour le séquencage ont ét¢ décrites par Redburn et
Patel (1993).

Les séquences obtenues sont alignées a I’aide d’éditeur de séquence a, avec
celles des bactéries phylogénétiquement proches dont la séquence est déposée
dans Genbank ou a 'EMBL. Aprés suppression des nucléotides et des
alignements incertains, la matrice des similitudes est construite en utilisant les |
paramétres de correction d’Olsen (1988), selon la méthode de Jukes et Cantor
(1969).

A partir de cette matrice, ’algorithme de De Soete (1983) et une analyse
transversale avec le programme DMAPARS du logiciel PHILIP de Felsentein
(1993), permettent de construire le deudrogramme.
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Enfin la topologie de ’arbre phylogénétique est affinée a 1’aide des
programmes SEE QBOOT, FITCH et COMSEMBE du logiciel TREECON de
Van de Peer et De Wachter (1994).

La construction des deux arbres phylogeénétique des deux souches a ¢té faite

avec la collaboration Jean Luc Caj%ol,, au sein du laboratoire IRD de Marseille.
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Résultats et discussion

1 — Etude taxonomique de la souche AS68
1 -1 Morphologie de la souche AS68

Les colonies apparaissent apres cinq jours d’incubation a 37°C en roll tubes

sur milieu MB68 (peptone — glucose) milieu décrit par des travaux précédents
(Fardeau et al., 2000).

En phase exponenticlle, la souche AS68, bactérie anaérobie stricte, se
présente sous la forme bétonnets (Fig. IIL1). Les cellules, le plus souvent
isolées, immobiles ont une longueur de 3 & 5 um et un diamétre d’environ 0.5

um. (Milieu glucose + extrait de levure).

Les observations en microscopie électronique montrent que la souche AS68
ne posséde pas de flagelles (donc est immobile) (Fig. II1.2) et que la paroi
cellulaire est typique des bactéries Gram positives (Fig. I11.3) trés bien décrites
par Fardeau et al., (1997).

Tableau III-1 : Recherche des formes de résistance a la chaleur chez la souche

AS68
Traitement pré-inoculation
Jours Aucun 10 min 20 mn
d’incubation a 80°C a 80°C
a37°C
1 -
3 + o +
7 + + +
10 + + o+
15 + 4 +

Les cultures anaérobies sont réalisées en tube de Hungate sur milieu MB68 (Glucose —
peptone).

+ : croissance ; - : pas de croissance.
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2 Fig. ITL.2a : coupe longitudinale ultra fine de la souche AS68 montrant la paroi
s typique des bactéries Gram positives réalisée au microscope électronique.
g Fig. ITL2b : coupe transversale ultra fine de la souche AS68 montrant la paroi

typique des bactéries Gram positives réalisée au microscope €lectronique.
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1 -2 Conditions optimales de croissance
La souche AS68 croit entre 30°C et 55°C ‘avec un optimum de 42°C (Fig.
Il.4a). La souche AS68 croit dans une gamme de pH variant entre 5,6 et 8,4
avec un optimum de 7,3 (Fig. II1.4b) quant a la salinité, cette souche ne nécessite
pas de sel pour croitre mais tolére une concentration de NaCl allant jﬁsqu’a
40g.1" (Fig. IIL4c).

Dans ces conditions optimales de croissance (Incubation a 42°C, dans un
milieu contenant du glucose exempt de NaCl & pH 7,3) comme accepteur
d’électrons, le taux de croissance maximal mesuré est de 0,14 h™, et un temps de

génération de 4,9 h™",
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Figure IIL4 : Influence de la température (a), du pH (b) et de la concentration

en NaCl (c) sur la vitesse de croissance de la souche AS68.
Mmax TEpTésente la vitesse de croissance mesurée pendant la phase exponentielle

de croissance. Les études ont été effectuées en bain-marie dans un milieu MB68

contenant du glucose (20mM) et extrait de levure (1g/1).

1 -3 Les accepteurs d’électrons potentiellement utilisables
La capacité a utiliser différents composés soufrés : soufre élémentaire (1%,

thiosulfate (20 mM) sulfate (20 mM), sulfite (2mM) et différents composés

azotés : nitrate (20mM) et nitrite (SmM), a été testée pour la souche AS68. Il
s’avere que la souche n’utilise aucun de ces composés soufrés et azotés comme

accepteurs d’électrons.
A T'HPLC, I'analyse montre que quelque soit les accepteurs, le glucose a ét¢

consommé et dégradé en acétate avec H, et CO,,

1 — 4 Caractéristiques métaboliques

1 -4 -1 Les substrats fermentéscibles
La souche AS68 est capable de fermenter un grand nombre de sucres parmi

lesquels : mannose, xylose, cellobiose, ribose, fructose, glucose ainsi que les
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casaamino-acides et plusieurs acides aminés tels que 1’arginine, sérine, lysine,
glutamine, alanine, glutamate, isoleucine, aspartate, asparagine et histidine. Le

produit final du catabolisme du glucose est 1’acétate.

A T’inverse, la souche AS68 n’utilise pas : méthanol, éthanol, propanol,
butanol, glycerol, sorbose, formate, acétate, propionate, succinate, fumarate,
lactate, pyruvate, amidon et certains acides aminés : cystéine, proline, thréonine,

glycine, phénylalanine et valine.

1-4-2Les exigencejs nutritionnelles
Pour étudier les besoins nutritionnels de la souche AS68, nous avons utilisé
le glucose comme sourcé' d’énergie. Pour cela, nous avons utilisé 1’extrait de
levure (1 g1, 2 g1 et lé Biotrypcase (1 g1?, 2 g1") ainsi que les vitamines. Il
s’avére que 'extrait de levure est nécessaire pbur la croissance et qu’avec la
combinaison extrait de leWe et Biotrypcase 4 raison de 2 g.I'', nous obtenons

une bonne croissance.

Une meilleure croissance est obtenue avec I’extrait de levure uniquement a
raison de 2 g.I’. De plus le rajout de vitamines n’est pas nécessaire pour la

croissance de AS68.

1 — 4 — 3 Résistance aux antibiotiques
Comme nous le montre le tableau IT1-2, la culture de la souche AS68 est
inhibée par une concentration en chloramphénicol de 200 pg/ml et en pénicilline

G et ampicilline de 300 pg.ml™.
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Tableau ITI-2 : Résultats de la résistance aux antibiotiques de AS68

Concentration en antibiotiques (ug.ml™)
50 100 150 200 250 300
Témoin Culture  Culture - Culture Culture Culture  Culture
éthanol
ohloramphenicol| -+ + + [©) <) €
pénicilline G + + + + + <y
ampicilline | + T T S RS S

1 -5 Caractéristiques génétiques de AS68
1-5—1Contenu en G +C % de PADN génomique |
L’analyse de la composition en bases du génome montre que la teneur en
guanine et en cytosine (ou G+C%) représente 42,2% (exprimé en mol-mol™) de

I’ensemble des bases.

1 -5 -2 Phylogénie de la souche
- Une séquence de bases du géne codant pour la sous unité 16S de I’ARN
ribosomal (ARN; 16S), a été alignée avec les séquences représentatives des
différents phyluins du domaine des Bacteria, indiquant 1’appartenance de la
souche AS68 dans la subdivision dés Gram positives dont le G+C% est inférieur
4 55%.

L’analyse phylogénétique révéle que cette souche appartient an domaine
des Bacteria, Cluster XI de I’ordre des Clostridiales.

Au seuil de cet ordre, la souche AS68 esf proche de Caminicella
sporogenes (91,5% de similitude) (Alain et al. , 2002) et de deux espéces
appartenant au genre Alkaliphilus . A.transvaalensis (91,2% de similitude) et
A.crotanoxidans (90,8% de similitude) (Cao et al. , 2003) (Voir Figure IIL5).
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Figure IIL.5 : position phylogénétique de la souche AS68 au sein de I’ordre des Clostridiales.
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1 — 6 Discussion
La souche AS68 est un fin et long bacille (3.0 — 5.0 pm / 0,5 pm)

~immobile, Gram positive formant des endospores terminales sur milieu

contenant du glucose et vde Pextrait de levure. Les coupes ultrafines obtenues en
microscopie électronique confirment la structure pariétale propre aux bactéries
Gram positives (avec absence de membrane externe) trés bien décrites par
Fardeau et al., (1997). Selon I'analyse phylogénétique, elle appartient au
domaine des Bacteria, ordre des Clostridiales, groupe XI. Au sein de ce groupe,
beaucoup d’especes sont non cultivables et non encore décrites. Néanmoins la
plupjart des microorganismes caractérisés proviennent comme la souche AS68

i i aqjuiféres profonds.

Ce fut le cas pour la souche « uncultured bacterium clone 47 mm 76” »
isolée en Afrique du sud dans un puits d’'une mine ’d’.or (AY7960 47.1) avec’
96,6% de similitude avec AS68 et une autre souche « uncultured bacterium
clone R82 » isolée d’un puits artésien en Australie (AF407695.1, 95,2% de
similitude). Comme nous le montre 1a (figure 111-4), la souche AS68 est proche
d’espéces répertoriées décrites telles que Caminicella Z‘s*porogenes (91,5% de
similitude) (Alain et al ', 2002) et deux espéces appartenant au genre
Alkaphilus - A.transvaalensis (91,2% de similitude) et A.crotonoxidans (90,8%
de similitude) (Cao et al. , 2003). |

Nous rappelons la technique utilisée pour déterminer le rang taxonomique
de AS68 : 1a séquence de nucléotides de la sous ﬁnité 16S a été alignée avec des
séquences références des bactéries appartenant au groupe XI de I'ordre des |
Clostridiales en utilisant la séquence d’alignement de BioE_dit_ (Hall, 1999) ; les
séquences références_ont été obtenues a partir du projet II ribosomal Database
(Maidak et al. , 2001) et Genbank database (Benson et al. , 1999).
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Sur la base de ces études moléculaires, la souche AS68 représenté une

nouvelle espéce au sein du

groupe XI des Clostridiales. De plus, vu le

pourcentage de similitude avec les genres Caminicella et Alkaliphilus (91,5% de

similitude ou moins) suggére que cet isolat représente un nouveau genre au sein

de ce groupe ceci est fortement prouvé par les différences importantes

physiologiques et génétiques illustrées dans le tableau III — 3.

Tableau III-3 : Caractéristiques différentielles entre la souche AS68 et les

autres especes appartenant au groupe XL

Alkaliphilus

Caractéristiques AS68 Caminicella Alkaliphilus
sporogenes crotonotoxidans transvaalensis |
Bi1-2" aMm114" SAGM1™
Pourcentage 42.2 24.2 30.6 364
ADN G+C (mol%) :
Intervalle de température 25-55 (42) 45-65 (60) 15-45 (37) 20-50 (40)
de croissance
(Optimum) (°C)
Intervalle de pH 5.6-84-(7.3) 4.5-80(7.5) 5.5-910 (7.5) 8.5-12.5(10.0)
de croissance (Optimum) ' .
- - - +

Mobilité - - - +
Accepteurs d’électrons : - - - +

SO

Thiosulfate

Fumarate + - + -

+ - + -

Substrats utilisés : + | - + -

Fructose + + -

Cellobiose + | + - -

Xylose

Ribose

Glucose

La composition en bases

du génome de AS68 montre que la teneur en

guanine et en cytosine ou G+C% de 42%, est trés €élevée par rapport aux especes

citées. G+C% n’excéde pas 363,6% (A.transvaalensis) ; la souche AS68 differe

de Caminicella sporogenes de

par sa structure pariétale qui est caractéristique
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des bactéries Gram positives ; une épaisse couche de peptidoglycans avec une

membrane cytoplasmique.

Quant a C.sporogenes, elle posséde une paroi caractéristique des bactéries
Gram négatives malgré sa position taxonomique au sein de ce groupe a bas

G+C% propre aux bactéries Gram positives.

La souche AS68 differe également de A.transvaalensis par des caracteres
phénotypiques tels que l'utilisation des sources de carbone, les accepteurs
d’électrons ; les pH de croissance (Tableau III-2). D’autre part, elle est quasi
identique phénotypiquement a 4.Crotonatoxydans sauf par sa capacit¢ a utiliser

le glucose et sa capacité a croitre a des températures supérieures a 45°C, son pH

de ‘croissance plus réduit et son absence de mobilité.
|
Sur la base des résultats phénotypiques et m?léculaires, la souche AS68 est
une nouvelle espéce, nouveau genre inclus dan$ le groupe XI de 1’ordre des
Clostridiales dont deux genres dont elle est proche Caminicella et Alkaliphicus.

Cet isolat est nommé : Geosporobacter subterraneus.

1 — 7 Description de Geosporobacter subterraneus, gen.nov, sp.nov.
Geosporobacter (Ge.o.spo.ro.bacter N.Gr.ge «the earth»; N.L.sporus,
spore ; bacter N.L. équivalent de N.Gr.becterion, petit bacille. Geosporobacter
un bacille qui sporule) subterraneus (sub.ter.rénus N.L.adj. Souterrain, décrivant
le site d’origine) Bactérie Gram positive et anaérobie stricte, les cellules se
présentent éous forme bacilles formant des sporés immobiles de 3 4 5 um de

long pour 0,5 pm de diamétre.

La croissance peut étre observée dans une gamme de température comprise

entre 30°C et 55 °C (avec un optimum de 42°C) et dans une gamme de pH allant
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de 5,6 a 8,4 (avec un optimum a pH = 7,3). La croissance,vde cette espece ne
nécessite pas la présence de NaCl néanmoins elle tolére jusqu’a 40 g/l.
Différents carbohydrates sont utilisés par la souche en présence d’extrait de

levure (1 glhy:

Le mannose, xylose, cellobiose, ribose, fructose, glucose, casaamino-acides
ainsi que des acides aminés (arginine, serine, lysine, glutamine, alamine,
glutamate, isoleucine, apsartate, asparagine, histidine).

Le prodult final du catabolisme du glucose est 1’acétate. Par ailleurs le méthanol,
manmtol éthanol, propanol, butanol, glycérol, sorbose, mannose, formate
acétate, propionate, succinate, famarate lactate, pyruvate et amidon et quelques
acides aminés (cystéine, proline, vthréonine,' glycérine, phénylélanine, valine) ne

sont pas consommes.

Le sulfate, sulfite, thiosulfate ou le soufre élémentaire ne sont pas utilisés
comme accepteurs d’¢électrons. Le G+C% de ’ADN génomique est de 42,2%.
La souche type isolée d’un puits artésien francais est VMs68” (DSMZ, 17957,
JCM). -

2 — Etude morphdlogique de 1a souche AS36
2 — 1 Morphologie de 1a souche AS36

Les colonies apparaissent au bout de 5 & 6 jours d’incubation a 37°C sur

milieu M36. La souche AS36 se présente' sous la forme d’un vibrion mobile

mesurant 3 &4 5 pm de long et 0.5 pm de diamétre (Figure 111.5a).

Elle est anaérobie stricte. Les coupes cellulaires révélent une paroi de type

Gram négatif avec une membrane externe (Figure IIL.5Sb). Les nombreuses

observations en microscopie optique sur la souche AS36 a différents stades de

~ croissance n’ont jamais permis 1’observation de spore.
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2 —2 Conditions optimales de croissance
La souche AS36 croit entre 20°C et 50°C avec un optimum aux environs de
37°C. Aucune croissance n’a pu étre observée a 45°C (Fig. II1.5a). Quant au pH,
la souche croit entre 5 et 9 avec un optimum de 6,9 (Fig. IIL.5b). Enfin, c’est une
bactérie qui ne nécessite pas la présence de sel pour sa croissance, néanmoins
nous avons noté une meilleure croissance a 2g/l qu’a 0 g/1 et elle tolere jusqu’a
20 g/l de NaCl (Figure IIL.5¢). |

0,14 1
0,12 -

0,1 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0 T T T
0 10 20 30 40 50 60

Température (°C)

Hmax (p-1)

Fig. 111.6a

0,25 - |
0,2 -
0,15 |

0,1 A

Hmax (h-1)

0,05 -

Fig. I1L.6-b-
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0 7
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| NaCl (g/l)

Fig. I11.6-c-

Figure I1L6 : Influence de la température (a), du pH (b), de la concentration en
NaCl (¢) sur la vitesse de croissance de la souche AS36.

Mmax TEprésente la vitesse de croissance mesurée pendant la phase exponentielle
de croissance. Les études ont été effectuées sur milieu MBAS36 additionné de
Lactate 20mM.

2 — 3 Les accepteurs d’électrons potentiellement utilisables
La souche AS36 est capable d’utiliser le sulfate 20mM et le thiosulfate
20mM comme accepteur d’électrons (V. tableau 111.4)
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Tableau 1114 : Résultats des accepteurs d’électrons soufrés

Accepteurs Absorbances
Tnitiales | Finales | Dosage de H;S (mmoll’)
Témoin 0,0905 | 0,1091 1,6
0,3856 0,2944
Thiosulfate | 0,0821 0,1362 3,1
- 0,1800 0,2429 _
Sulfate 0,0833 0,1444 4,6
’ 0,0914 0,2639 _
Soufre 0,0918 0,1517 1,5
0,1088 0,1270 |
Sulfite 0,1383 0,2291 1,5
0,0913 0,1428

Ceci confirme bien que la souche est sulfato-réductrice. Quant aux
accepteurs azotés, nitrate et nitrite, 8 I’HPLC 1’analyse montre qu’il y’a aucune

croissance ¢’est donc des inhibiteurs pour 1a souche.

2 — 4 Caractéristiques métaboliques
2 — 4 -1 Les substrats fermentéscibles
Les sucres (D-glucose, D-fructose, maltose, lactose) et les acides
organiques (propionate, butyrate, citrate) ainsi que le méthanol, éthanol et
glycérol ne sont pas utilisés par la souche AS36, il en est de méme pour les
acides aminés (sous forme de casaamino-acides). Elle utilise le fumarate, le

formate et le lactate. Ce dernier est réduit entiérement en acétate et CO,.

2 — 4 -2 Les exigences nutritionnelles
Par spectrophotométrie , on peut voir que la souche AS36 se déVeloppe en
absence d’extrait de levure, mais (2 g/l) d’extrait de levure stiinule fortement la
croissance. L’ajout de vitamines ou de Dbiotrypticase n’améliore pas la

croissance.

97



Résultats et discussion

Ceci signifie que la souche AS36 ne nécessite pas la présence d’un facteur
de croissance et que sa croissance est fortement stimulée en présence d’extrait
de levure (2 /). |

2 -4 -3 Cytochromes et désulfoviridine
La recherche des cytochromes et de la désulfoviridine a montré la présence
du cytochrome c; et I’'absence de la désulfoviridine sur milieu MB36 additionné
de lactate 20mM.

2 — 5 Caractéristiques génétiques
2-5-1Contenun en G+C% de ’ADN génomique
Le G+C% de la souche AS36 est de 67,2%.

2 —5 — 2 Phylogénie de la souche o
Pour I’analyse phylogériétique, la séquence de nucléotides du géne codant
pour la sous unité 16S de ’ARN ribosomal a été utilisée. L alignement de cette
séquence avec les espéces représentatives des différents phylums du domaine
des Bacteria a permis de montrer que la souche AS36 appartient au groupe des y

Proteobacteria du genre Desulfovibrio.

Les résultats de cette analyse suggérent que cette couche constitue une
nouvelle espéce du genre Desulfovibrio. Les pourcentages de similitude avec les
espéces les plus proches sont réprésentés dans la figure I1L.7.

Nous voyons qu’elle représente 90,7 % de similitude avec I’espéce

Desulfovibrio senezii.
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w [ Desulfovibrio magneticus DSM 137317 (D43944)

o0 L Desutfovibrio burkinensis DSM 68307 (AF053752)

Desulfovibrio fructosivorans DSM 3604 (AF050101)

T.e

Desulfovibrio alcoholivorans DSM 5403" (AF053751)

87 Desulfovibrio africanus DSM 2603" (X99236)

Desulfovibrio senezii DSM 8436" (AF050100)

100 100 Strain VNs36 DSM 17965 (DQ841177)

" Desulfovibrio ferrophilus" strain IS5 (AY274449)

Desulfomicrobium orale DSM 128387 (AJ251623)

wf Desulfonatronum cooperativam DSM 167 49" (AY725424)

— Desulfonatronum thiodismutans DSM 14708" (AF373920)

Desulfotomaculum australicam ACM 3917" (M96665)

Figure IIL7 : Arbre phylogénétique indiquant la position phylogénétique de la souche AS36.
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‘2 — 6 Discussion

La souche S36 appartient au genre Desulfovibrio c’est donc une bactérie
sulfato-réductrice (BSR) appartenant au premier groupe des BSR: les
mésophiles Gram négatif (Classification de Castro et al. , 2000) a la sous
division y des Proteobactéries. Les caractéristiques phénotypiques confirmant
cette position taxonomique a savoir la forme de la souche en vibrion, sa
mobilité, son GC% élevé, ainsi que la présence du cytochrome "03, sa
température optimale de 37°C mésophile, correspondent aux caractéres établis

par Castro et al. (2000) a I’exception de I’absence de la désulfoviridine.

De plus nous avons démontré que cette souche utilise le sulfate et

thiosulfate comme accepteurs d’électrons et pas le soufre comme c’est le cas des

* bactéries appartenant & ce genre Desulfovibrio ainsi que sa capacité a utiliser

uniquement des acides organiques tels que le lactate, formate 'et pour finir
H,CO, et H,CO, additionné d’acétate. 11 est donc bien établi que la souche AS36

appartient au genre Desulfovibrio.

Si nous nous référons a I’arbre phylogénétique (Fig II1.7) la 'souch_e AS36
est proche de I’espéce Desulfovibrio senezii (90,7% de similitude). Cette
derniére a été isolée d’un « solar salterm » en Californie (I, Hsien Tsu et al. ,
1998) c’est un vibrion Gram négatif ne formant pas de spores de 1 a 1,3 um de
longueur avec un diamétre de 0,3 pm, mobile par un flagelle polaire tolere
jusqu’a 12,5% Nacl avec un temps de génération de 60 mn dans des conditions
optimales (37°C, pH : 7,6, 2,5 % NaCl) sur miiieu lactate-extrait de levure. Elle
utilise le lactate, pyruvate, cystéine et H,/CO, + acétate comme donneurs
d’électrons et sulfate et sulfite et thiosulfate et fumarate comme accepteurs
d’électrons. Le soufre élémentaire et nitrate et oxygéne ne sont pas utilisés. Elle
posséde un GC% égal 4 62 mol% il est clair qu’il existe quelques similitudes

avec la souche AS36 comme la température optimale de croissance qui est
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identique, les pH sont légeérement différents puisque la AS36 pousse & un pH

optimal de 6,9. Les concentrations en NaCl sont différentes. ( voir tableau I11.4)

Tableau I11.4 : Caractéristiques de la souche AS36 et de la souche D.senezii

Espéces Desulfovibrio senezii * AS36
Morphologie Vibrion Gram™ non sporulant | Vibrion Gram™ non sporulant
(0,3x1,0-1,3 pum) (0,5 x 3,0-5,0 um)
Mobilité + +
pH 7,6 6,9
Conditions optimales | Température
de croissance (°C) ' 37 37
NaCl (g/)
25 2
Source Solar Salterm Aquifére profond (Bassin
parisien)
Donneurs d’électrons
Lactate + +
Pyruvate + -
Cysteine + -
H,/CO, - +
H,/CO, + Acétate + +
Accepteurs d’électrons
Nitrate - -
Sulfate + +
Sulfite + -
Thiosulfate + +
Fumarate + -
Soufre élémentaire - -
Oxygene - .
G+C% DNA 62% 67.2%

pbylogénétiquement proche 90%

* I-Hsien Tsu et al. (1998).

La souche AS36 tolere jusqu’a 2,5% alors que D.senezii tolére jusqu’a

12,5%. Quant aux substrats fermentéscibles la souche AS36 utilise le lactate et

le formate alors que ’espéce D.semezii utilise le lactate, le pyruvate et la

cystéine et Hy/CO, + acétate. En ce qui concerne les accepteurs d’électrons,

D.senezii utilise le sulfate, sulfite et thiosulfate et fumarate comme accepteurs

d’électrons alors que AS36 utilise uniquement sulfate et thiosulfate.
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Sur la base de ces caractéres, la souche AS36 constitue une nouvelle espéce du

genre Desulfovibrio.

3- Discussion générale
Les eaux souterraines et en particulier les aquiféres profonds constituent
des habitats aquatiques extrémes de par leur profondeur ainsi que 1’absence

d’oxygéne.

L’analyse des communautés bactériennes au sein de cet écosystéme, est
confrontée au délicat probléme de I’échantillonnage qui doit &tre représentatif et
aI'utilisation de techniques de culture pour la caractérisation de ces populations
bactériennes. La procédure d’échantillonnage au niveau de notre site d’étude est
celle réalisée par Basso et al. , (2004) qui a fait un travail remarquable a ce
sujet. De plus l’utilisation de méthodes moléculaires ainsi que I’introduction de
techniques plus fines d’observation (microscopie ou par cytométrie de flux) ont
permis de révéler a quel point les milieux aquatiques pourraient étre plus riches
et diversifiés que ce que les premiéreé études culturales classiques pouvaient

laisser présager.

~ Ce sont en particulier les travaux de Carl Woese (1988) qui ont permis des |
études de phylogénie moléculaire appliquées a 1’étude des séquences
ribosomiques. Plus tard, les biologistes moléculaires ont introduit des méthodes
qui permettaient de caractériser des microdrganismeé sans qu’il soit besoin de
les cultiver. Ceci a pu se faire essentiellement par le clonage et séquencage des
génes des ARN ribosomiques extraits de la totalité d’un échantillon. Cette
approche a montré une divefsité extraordinaire dans tous les environnements et
la présence de nombreux phylums bactériens inconnus (P.Huge lioltz, B et al.,
1998 ; S.M.Barns et al. ,1994 ; J.T.Staley et A.Konopka, 1985).
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Ceci souligne bien I'importance de I'impact des techniques moléculaires
quant a la diversité microbienne ainsi que 1’importance de ces microorganismes

dans I’équilibre de notre planéte.

Notre étude au sein du puits artésien parisien nous a permis de caractériser
deux nouvelles souches bactériennes, 1’'une constituant un nouveau genre
nouvelle espéce du groupev X1 des Clostridiales que nous avons nomme¢
Geosprobacters subterraneus, les bactéries de cet ordre sont effectivement
retrouvées dans les habitats aquatiques, nous pouvons citer 1’espéce acéfogene
Clostridium scatalogenes souche SL1 isolée de sédiments acides en Allemagne,
ou une nouvelle espéce, nouveau genre appartenant au groupe XI des
Clostiridiales Caldanaerocella colombiensis gen.nov. , sp.nov. isolée d’une
source thermale chaude de Colombie ( Diaz et al. , 2006) et enfin les travaux de
Basso (2005) qui a travaillé sur le méme site d’étudé que le notre mais sﬁr trois

aquiferes, elle a également caractérisé des bactéries appartenant aux Firmicutes.

Tandis que la seconde souche que nous avons caractérisée est une BSR
appartenant au genre Desulfovibrio. Nous avons établi sur la base de critéres

phénotypiques et moléculaires que c’est une nouvelle espéce de ce genre.

Ce genre est largement retrouvé dans les habitats aquatiques notamment
dans les sédiments marins ou il joue un rdle trés important dans les cycles
géochirniques tels que ceux du soufre et du carbone et il minéralise plus de 50%
de la matiére organique (Barton et al. , 1995 ; Jorgensen, 1982). Une nouvelle
espece du genre Desulfovibrio a été isolée de la cote indonésienne (Mariaj.Feio
et al. , 1998).

D’autres nouvelles espéces telles que Desulfovibrio halophilus sp.nov.

,BSR halophile isolée d’un lac solaire (Sinai) (Caumetté et al. , 1990) ainsi que
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Desulfovibrio mexicanus sp.nov. BSR isolée d’eaux ménageres d’une usine de
fromage au Mexique et pour finir deux autres espéces nouvelles du genre
Desulfovibrio ont été découvertes dans un gisement pétrolier au Congo

Desulfovobrio bastinii sp.nov et Desulfovobrio gracilis sp.nov. (Magot et al. ,
2004).

Notre étude rentre dans l’analyse de la diversit¢ des communautés
microbiennes d’environnements extrémes, en particulier les eaux souterraines.
Elle a un intérét fondamental, mais aussi un intérét économique puisque on peut
y voir une valeur pécuniaire au travers des processus métaboliques exotiques
utilisés par ces bactéries de I’extréme que 1’on peut détecter, cloner et exprimer

a une échelle mdustrielle.
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Conclusion générale

Le but de ce travail de thése était d’étudier deux souches bactériennes
isolées d’un aquifeére profond parisien, a ’aide de techniques de microbiologie

classique de culture anoxique et de technique de phylogénie moléculaire.

La difficult¢ dans ce genre d’investigation en 1’occurrence les eaux
souterraines est tout d’abord la procédure d’échantillonnage qui est tres difficile

de part ’acces et 1’obtention d’échantillons représentatifs de 1’écosystéme.

De plus le forage a I’ouverture d’un ptiits reste une opération cofiteuse, ce
qui de ce fait limite la quantité d’échantillons prélevés en terme de volume et de
nombre (Ghiorse & Wilson, 1988).

Ainsi il est important d’optimiser le procédé et plusieurs aspects doivent
étre pris en compte. L’évaluation géologique du sous-sol permet la

détermination du matériel approprié¢ pour le prél¢vement.

Dans notre ¢tude, I’aquifere choisi (3 ’ouest de Paris) est déja équipé d’un
puits artésien. La précaution majeure était d’éviter la contamination des
échantillons. Pour réduire les risques de contamination le nettoyage des
équipements et du puits s’impose, notamment par des chlorations (Griffin et al.,
1997 ; Pedersen, 1993).

La procédure d’échantillonnage réalisée dans cette étude est celle mise au
point par Basso et son équipe (2004) sous la direction du Pr Magot qui nous ont

fourni les échantillons.
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La seconde difficulté (qui n’en est pas une en réalité est ’acquisition des
techniques microbiologiques de culture anoxiques, inexistantes en Algérie) et la

mise en pratique pour I’identification taxonomique de nos deux isolats. .

Ceci marque 1'importance et 1’originalité de ce travail qui ne pouvait se
faire sans 1’aide précieuse de I'IRD de Marseille en particulier 1’équipe de
Bernard Ollivier spécialisée dans 1’étude des bactéries anaérobies provenant de

milieux extrémes (gisements pétroliers, sources hydrothermales ou autres).

Enfin [Putilisation de techniques moléculaires dans la taxonomie
bactérienne a permis de mettre en évidence de nouvelles bactéries et d’avoir une

meilleure connaissance de la diversité naturelle microbienne. -

Les techniques de culture anoxique couplées a des techniques moléculaires
fondées sur le séquengage et le positionnement phylogénétique nous ont permis
de mettre en évidence :

- Un nouvel isolat appartenant au phylum des Firmicutes, classev des
Clostridia, ordre des Clostridiales Famille des Clostridiaceae que nous
avons nomme Geosporobacter subterraneus nov.gen.nov.sp.

- Le second isolat appartenant au genre desulfovibrio et constituant une
nouvelle espéce de ce genre et ceci sur la base de critéres phénotypiques

et phylogénétiques.

Ces deux bactéries font partie des communautés bactériennes des habitats

i

aquatiques.

; |

- . \ r _* 14
En particulier la seconde est une BSR, bactérie largement retrouvée dans
les eaux marines et eaux douces tandis qm% la premiére appartient au l)hylum des

Firmicutes Basso (2005) a mis en évidence beaucoup de bactéries appartenant a

|

!
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