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Abréviations

ADN
ADNg
ATP
BET
CTP
DMSO
DO
EDTA

F (Fru)
F-1,6-P
F6P

Glc
G6P(Glc6P)
GTP
IPTG
ITP

Kb

kDa

Mb
NAD(P)"
NAD(P)H
ND

ORF

pb

PBS

PCR
RT-PCR
SDS-PAGE
S7P

SSC
TBE
TRIS
TTP
X-Gal
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acide désoxyribonucléique
acide désoxyribonucléique génomique
adénosine triphosphate
bromure d’ethydium
citidine triphosphate
diméthyl sulfoxyde
densité optique
ethylene diamino-tétra-acétate
fructose

fructose-1,6-diphosphate
fructose-6-phosphate
glucose
glucose-6-phosphate
guanosine triphosphate
isopropyl-1-thio-f-D-galactopyranoside
inosine triphosphate
kilobase (103 pb)
kiloDalton (10° Da)
mégabase (10° pb)
nicotine amide adenine dinucléotide (phosphate), forme oxydée
nicotine amide adenine dinucléotide (phosphate), forme réduite
non determiné(e)
« open reading frame », cadre ouvert de lecture
paire de bases
« phosphate buffer saline »
« polymerase chain reaction »

« reverse-transcriptase PCR »
« sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis »
sédoheptulose-7-phosphate
« saline sodium citrate buffer »
Tris-Borate-EDTA
Tri(hydroxyméthyl)aminométhane
Timidine triphosphate
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside
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Historique

I. Caractérisation du genre Bifidobacterium

Les microorganismes du genre Bifidobacterium sont des bactéries a Gram positif a
haut pourcentage en Guanine et Cytidine (GC), anaérobies strictes, immobiles, non-
sporulantes, de formes tres irrégulieres et présentant souvent des branchements ou des
extrémités bifides. Selon Buchanan et Gibbons (1974), ces microorganismes possedent une
voie spécifique du métabolisme des hexoses, ne présentent pas d'activité catalase et ne
dégradent pas les structures a noyau indole et les nitrates (Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology, Buchanan et Gibbons, 8™ ed., 1974). Commensaux de l'intestin humain et
animal, les bifidobactéries sont souvent associées avec un état de santé et de bien étre pour
I'individu (Gorbach et al., 1967, Mata et al., 1969; Drasar et Hill, 1974; Savage, 1977; Fuller,
1989), ce qui a conduit a leur utilisation dans les industries agro-alimentaires.

Dans ce chapitre nous allons synthétiser les principales caractéristiques biologiques,
biochimiques et génétiques du genre Bifidobacterium.

L 1. Historique

Les bifidobactéries ont été isolées pour la premiere fois il y a un peu plus d'un siecle
par Tissier, a I'Institut Pasteur de Paris, a partir de feces de nourrisson (Tissier, 1900). Tissier
a été le premier a suggérer qu'il existerait une corrélation entre la dominance numérique des
bifidobactéries (illustration de la composition de la flore fécale cultivable), les particularités
nutritionnelles et 1'état de santé des enfants (Tissier, 1906).

Classées d'abord pour des raisons morphologiques dans le genre Bacillus, puis
Lactobacillus a cause de la production d'acide lactique lors de la fermentation des saccharides
(Weiss et Rettger, 1934), les bifidobactéries se voient attribuées un genre homonyme
soixante-quinze ans apres leur découverte. Ainsi, le terme générique de Bifidobacterium,
proposé pour la premiere fois en 1924, par Orla Jensen (Orla—Jensen, 1924) est confirmé en
1974 dans la huitieme édition de Bergey's Manual (Buchanan et Gibbons, 1974).

Les premieres études menées sur les bifidobactéries portent sur leur isolement et leur
identification (mise au point de milieux de culture riches et minimum, Blaurok, 1937, Norris
et al., 1950, Hassinen et al., 1951), puis sur la caractérisation de leur morphologie
(pléomorphisme bactérien- Glick et al., 1960; Kojima et al., 1970; Husain et al., 1972 et
structure de la paroi cellulaire- Cummins et al., 1957; Exterkate et Veerkamp, 1969; Kandler,
1970). Par la suite, ces travaux ont permis de caractériser leur physiologie (anaérobiose- De
Vries et Stouthamer, 1969) et leur métabolisme saccharidique (Scardovi et Trovatelli, 1965;
De Vries et al., 1967). Lors de 1'étude de 1'écologie des bifidobactéries, différents auteurs ont
suggéré un role bénéfique de ces microorganismes sur I'hote (effet probiotique) (Hoffmann,
1966; Coates et Fuller, 1977 ; Fuller, 1989).

Malgré I’avénement de I’¢re moléculaire depuis 1990, peu de geénes de
Bifidobacterium ont été caractérisés. Depuis 2003, les séquences nucléotidiques du
chromosome de deux souches de Bifidobacterium longum, DJO10A et NCC2705, hotes de
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Pintestin humain sont accessibles sur le réseau informatique (NZ_AABF00000000 et
NC_004307, respectivement).

I. 2. Morphologie du genre Bifidobacterium

I. 2. 1. Introduction

N

Les bifidobactéries sont des bactéries a Gram positif a haut pourcentage en GC
appartenant a la classe des Actinobacteria. Cette classe est composée de deux ordres: les
Actinomycetales (qui inclut les genres Corynebacterium, Mycobacterium, Streptomyces etc) et
les Bifidobacteriales (Euzeby et Tindall, 2001). Au niveau morphologique, cette parenté est
visible surtout lors de la formation par les bifidobactéries de complexes multicellulaires de
type mycellaire, capables d'autodivision.

L. 2. 2. Morphologie

Observées au microscope électronique, les bifidobactéries apparaissent comme des
cellules de forme bacillaire ou coccoide (Figure G1, page 3). Parfois, mémes des systemes
multicellulaires de type mycélium ont été décrits.

En 1935, Eggerth décrit pour la premiere fois trois types morphologiques différents de
bifidobactéries isolées a partir de feces de nourrissons. Il observe des cellules de forme bifide,
telles que celles décrites par Tissier en 1900. Ces cellules conduisent en 6 jours a des cellules
présentant 6 a 8 branches latérales (forme dite de type mycélium). Il décrit également de
longues chaines de cellules de bifidobactéries de forme coccoide.

L. 2. 2. 1. Le type bacillaire

Selon Novik et collaborateurs (1996), les formes bacillaires, régulieres ou incurvées
aux contours irréguliers peuvent présenter des extrémités effilées, bifurquées ou spatulées.

L. 2. 2. 2. Le type coccoide

Eggerth (1935) et Norris (1950) observent au microscope optique des cellules de B.
bifidum de forme coccoide, sphériques ou irrégulieres, parfois enchainées.

En 1996, Novik et Vysotskii observent au microscope €lectronique deux especes de
Bifidobacterium : B. adolescentis et B. bifidum. Dans les deux cas ils décrivent deux types
cellulaires coccoides se distinguant par 1'épaisseur de la paroi cellulaire:

- des coques pour lesquels 1'épaisseur de la paroi cellulaire est comparable avec celle
de la paroi de la cellule mere (appelés coques de type I);

- des cellules coccoides caractérisées par une paroi cellulaire tres épaisse (70 nm) et
par des accumulations intracytoplasmiques de polyphosphate et de glycérol (coques de type
1D).

13

© 2004 Tous droits réserves. http://www.univ-lille1.fr/bustl



Thése de luliana Caescu, Lille 1, 2004

Morphologie du genre Bifidobacterium

X 28000

Figure G1. Observation en microscopie €lectronique de balayage des
cellules de Bifidobacterium bifidum 20082 (forme bifide). (Dr. E. Aissi,
résultat non publié).
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L 2. 2. 3. Le type mycélium

La présence de structures de type mycélium pour des cultures de Bifidobacterium sp. a
été moins souvent décrite dans la littérature. Par exemple, des complexes multicellulaires tres
ramifiés, présents dans une culture de B. bifidum sont décrits par Negroni et Fischer (1944).
Ils comparent la structure de B. bifidum avec Actinomyces bovis et constatent un degré de
polymorphysme plus élevé dans la culture de Bifidobacterium bifidum par rapport a celle
d’Actinomyces. Leur conclusion est que les deux organismes sont morphologiquement
similaires, mais non identiques. Plus tard, Frank et Skinner (1954) confirment les
ressemblances morphologiques entre les deux genres et remarquent que les formes bacillaires
ramifiées apparaissent moins souvent chez Actinomyces bovis par rapport au Bifidobacterium
bifidum.

I. 2. 3. Hypothéses concernant le pléomorphisme des bifidobactéries

Ce phénomene pléomorphique rare sinon unique dans le monde des microorganismes
n'a pas encore été €lucidé. Selon les deux hypotheses actuellement véhiculées, il s'agirait soit
d'une modification morphologique réversible des cellules de Bifidobacterium sp. en réponse
aux déficiences nutritionnelles du milieu de culture (hypothése de 1'adaptation) soit d'un
processus irréversible, génétiquement contrdlé (hypothese du déterminisme).

L. 2. 3. 1. Hypothese de I'adaptation

Glick et collaborateurs sont les premiers a s'intéresser aux facteurs induisant
l'apparition de formes non conventionnelles dans une culture de B. bifidum var
pennsylvanicus (Glick et al., 1960). Ils attribuent ce phénomene a une déficience en N-
acétylhexosamines  (N-acétylglucosamine et N-acétylgalactosamine) qui  seraient
indispensables pour la synthése de la paroi cellulaire. En effet, lorsque cette souche est
cultivée dans divers milieux de culture ne différant que par la quantit¢ de N-
acétylhexosamines qu'ils renferment, trois types morphologiques sont observés. Des formes
bacillaires tres ramifiées sont présentes en absence de N-acétylhexosamines. Des formes
bifurquées sont observées pour des concentrations "intermédiaires" en N-acétylhexosamines.
Enfin, des formes bacillaires classiques apparaissent lorsque le milieu de culture renferme des
quantités importantes de N-acétylhexosamines. O'Brien et Lambert démontrent, a 1'aide de N-
acétylhexosamines radiomarquées l'incorporation de ces substrats glucidiques dans le
peptidoglycanne (O'Brien et al., 1960, Lambert et al., 1965).

Ces auteurs concluent qu'une déficience du milieu de culture en hexoses N-acétylés
influence le processus de synthése de la paroi cellulaire et serait la cause du pléomorphisme
des bifidobactéries.

Par ailleurs, Kojima et ses collaborateurs observent l'importance des sels de sodium,
des chlorures de cations monovalents et du chlorure de calcium (CaCl,) dans I'apparition des
formes bifides (Kojima et al., 1968; 1970). Ces auteurs interprétent ces observations de la
maniere suivante.

15
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Selon une premiere hypothese, ce pléomorphisme serait du aux variations de pression
osmotique induites dans le milieu de culture par les variations de concentration saline.

L'ajout de différentes quantités de polyéthyléne glycol et de rhamnose destinées a
modifier I'osmolarité du milieu n'empéche pas l'apparition des formes bifides.

Une deuxieme explication prend en compte l'influence du chlorure de sodium (NaCl) sur
la division cellulaire et la formation de la paroi cellulaire. Ces auteurs ont constaté qu'un
milieu riche en NaCl entraine une augmentation de la masse cellulaire (25 fois par rapport a
une culture "standard"), une légere accélération de la division cellulaire (1,5 fois par rapport a
la culture témoin) et une augmentation du pléomorphisme. Toutefois, aucune explication
concernant le mode d'action du NaCl n'est proposée.

Troisiemement, ces auteurs s'intéressent au role du CaCl, vis-a-vis de ce phénomene
pléomorphique. D'une part ils constatent que le taux de calcium présent dans les cellules
entieres ainsi que dans la paroi cellulaire des formes bacilles classiques est supérieur aux
cellules de forme bifide. D'autre part, ils observent l'apparition des formes bifides lorsque
dans le milieu sont rajoutés des agents chélateurs du calcium, tels que 'EDTA. En 1970 ces
mémes auteurs démontrent I'implication du Ca®* dans la formation des septa et concluent que
les ions calcium sont indispensables au processus de cytokinese des bifidobatéries (Kojima et
al., 1970).

En 1972 Husain et collaborateurs cultivent en milieu minimum une souche de B. bifidum
var pennsylvanycus qui présente initialement une morphologie bacillaire classique (Husain et
al., 1972). Les bactéries issues de cette culture présentent, par contre, des branchements
multiples. L'ajout dans le milieu de culture de quatre acides aminés (l'alanine, l'acide
aspartique, l'acide glutamique et la sérine) permet de rétablir la morphologie bacillaire initiale.
Ces quatre acides aminés sont normalement présents dans la paroi cellulaire de B. bifidum var.
pennsylvanycus (Cummins et al., 1957; Veerkamp et al., 1965). Ainsi, les auteurs consideérent
qu'une méme souche peut €tre gardée indéfiniment dans un des types morphologiques
souhaités (bacille ou ramifié) suivant la présence ou non de ces quatre acides aminés.

Poupard et collaborateurs ont isolé des bifidobactéries (formes bacillaires classiques et
bifides) a partir de feces d'enfant et les ont cultivés pendant 22 ans dans un milieu riche
(milieu de Norris) (Poupard et al., 1973). Dans ces conditions nulle modification
morphologique n'a été constatée. Par contre, si ces bactéries servent a inoculer d'autres
milieux de cultures tels que tomate-casein peptone-yeast agar ou thioglycolate, on constate
I'apparition des formes dites "bizarres", avec de multiples branchements. Ces auteurs
concluent que l'apparition de ces types morphologiques inhabituels n'est pas nécessairement
une forme d'involution ou de dégénérescence de I'organisme bactérien, mais serait plutot une
réaction d'adaptation a un environnement moins favorable du point de vue nutritionnel.

L. 2. 3. 2. Hypothese du déterminisme
Cette seconde hypothese est soutenue par les observations de microscopie électronique

de Novik et de ses collaborateurs (Novik et al., 1996). Selon ces auteurs, au cours du cycle
cellulaire aurait lieu une transformation séquentielle des cellules bacillaires
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et coccoides (appelées formes "transitoires") vers des formes filamenteuses multiseptées et
ramifiées. Ces complexes multicellulaires produiraient, par fragmentation, des cellules
coccoides capables de réplication. Ces résultats ont été fournis par des observations menées
sur deux especes de bifidobactéries: Bifidobacterium bifidum et Bifidobacterium adolescentis
cultivées dans le milieu de Blaurok (Blaurok et al., 1937) et sont a corréler avec les
modifications subies par la paroi cellulaire pendant la division bactérienne.

Ainsi, en phase exponentielle de croissance, des cellules de forme coccoide et
bacillaire sont présentes dans le milieu de culture. Ces cellules se multiplient par division
binaire. Une invagination de la membrane cytoplasmique des cellules bacillaires permet
I'apparition d'un septum transversal ou polaire, conduisant respectivement a deux cellules
filles de forme bacillaire ou un coque et un bacille. La division des cellules coccoides se
réalise par une invagination centripete de la membrane plasmique et conduit a deux coques
(Novik et al., 1996).

A la fin de la phase exponentielle de croissance et tout au long de la phase stationnaire
les cellules présentent une tendance prononcée a septation multiple et ramification, conduisant
aux complexes multicellulaires. Ainsi, selon Novik (1996), dans une méme population de
bifidobactéries on pourrait avoir en méme temps une division binaire et une division par
bourgeonnement.

Les informations de Novik sont en accord avec la théorie de Gyllenberg (Gyllenberg,
1955). Selon ces deux auteurs, les deux types coccoide et bacillaire classique constituent
I'étape initiale du cycle de développement cellulaire des bifidobactéries. Ces deux types
morphologiques "transitoires" évolueraient vers des formes pluricellulaires complexes
présentant de multiples ramifications latérales, parfois inégales ou irrégulieres. Ces
phénomenes de bourgeonnement et de ramification multiple constitueraient un processus
génétiquement déterminé qui permet l'accumulation d'un maximum de biomasse dans un
volume constant de milieu de culture (ou dans un environnement limité). Cependant, Novik
associe également ce phénomene morphologique a une diminution de la concentration en
nutriments, accompagnée d'une accumulation de métabolites toxiques et d'une augmentation
de la masse cellulaire (Novik et al., 1996).

I. 2. 4. Conclusion

Il apparait donc que la variété morphologique rencontrée chez les bifidobactéries soit
un phénomene nuancé influencé par les conditions de culture et régulé par des mécanismes
génétiques complexes, encore imparfaitement élucidés.

I. 3. Structure de [a cellule bactérienne

I. 3. 1. La paroi cellulaire

Les bifidobactéries sont des bactéries a Gram positif. Donc, d'un point de vue
structural, leur paroi cellulaire est composée d'une seule membrane plasmique entourée d'une
couche épaisse de peptidoglycanne. A ces structures se rattachent des chaines
d'exopolysaccharides et des acides téichoiques.
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I. .3. 1. 1. Le peptidoglycanne

Dans "Microbial Cell Walls and Membranes" Rogers et ses collaborateurs décrivent le
peptidoglycanne des bactéries a Gram positif comme une macromolécule géante, de 20 a 80
nm épaisseur, formée exclusivement par des liaisons covalentes, impliquée dans le maintien
de la forme et de l'intégrité, dans la division et dans l'adhérence cellulaire (Rogers et al.,
1980). Selon ces auteurs, le peptidoglycane est une structure composée de plusieurs couches
de nature glucidique reliées par de nombreuses chaines peptidiques. Dans la plus grande
majorité des bactéries a Gram positif, la partie glucidique est composée de plusieurs unités
monomeres constituées de N-acétylglucosamine associée a l'acide N-acétyl muramique par
une liaison B-1,4-glycosidique. Exception faite des genres Mycobacterium et Nocardia ou le
résidu de l’acide N-acétyl muramique est remplacé par un résidu d’acide N-glycolyl
neuraminique.

Le tétrapeptide est constitué principalement par des séquences de quatre résidus
d’acides aminés liés par leur partie N-terminale au résidu carboxyle de I'acide muramique.
Ces chaines peptidiques ont une structure primaire identique chez plusieurs genres bactériens.
Lors de l'analyse de ces structures peptidiques chez Bifidobacterium sp., ainsi que chez
Lactobacillus sp. et Streptococcus sp. , Cummins et Kandler ont montré qu'il existe un
tetrapeptide présent chez tous les trois genres bactériens étudiés, dont la structure est la
suivante (Cummins, et al., 1957; Kandler, 1970 ; Holzapfel et al., 1969; Koch et al., 1970):

H,N-L-Ala- D-Glu-L-Lys(Orn)- D-Ala-COOH

Dans leur revue bibliographique, Poupard et ses collaborateurs considerent que ce
tetrapeptide représente une constante structurelle du peptidoglycanne des bifidobactéries,
mais il n'est pas spécifique du genre Bifidobacterium (Poupard et al., 1973).

Comme chez toutes les especes de bactéries a paroi a Gram positif, des chalnes
peptidiques constantes sont connectées entre elles par des ponts oligopeptidiques constitués
de un a quatre résidus d’acides aminés.

De méme que pour les chaines constantes, la structure des chaines variables n'est pas
spécifique de l'espece. En effet, Kandler et Lauer ont déterminé la structure de ces chaines
dites "variables" (Tableau G1, page 8) (Kandler et Lauer, 1974). Pour huit especes de
Bifidobacterium la connexion entre les deux types de chaines s'effectue par un seul acide
aminé. Cet acide aminé est le glycocolle (chez B. longum biovar infantis, B. breve, B.
liberorum, B. parvulorum, B. asteroides), l'acide glutamique (chez B. thermophilum) ou
l'acide aspartique (chez B. adolescentis et B. indicum). Chez B. pseudolongum cette structure
charniere est constituée de deux a trois résidus de L-alanine. B. longum biovar longum et B.
longum biovar suis seraient les seuls a posséder une séquence variable formée de quatre
résidus d’acides aminés (Ser -Ala- Thr- Ala).

De méme que pour les séquences constantes, ces séquences variables se retrouvent
aussi chez d'autres genres bactériens. En effet, des ponts constitués d'un seul résidu d'acide
aspartique ont ét€ mis en évidence chez Enterococcus faecium (Billot-Klein et al., 1996; de
Jonge et al., 1996). De méme, un dipeptide de type alanyl-alanine a été mis en évidence chez
Enterococcus faecalis et chez Pneumococcus sp. (Mainardi et al., 1998; Severin et Tomasz,
1996).
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Tableau G1. Caractéristiques structurales de la paroi cellulaire de douze especes de
Bifidobacterium. Les acides aminés en gras font partie du tetrapeptide de structure constante
du peptidoglycanne et fournissent les résidus NH, nécessaires a la fixation de la séquence

peptidique variable.

Structure
N Niche primaire de la Monosaccharides Loz
Especes . . < Yy Référence
écologique séquence détectés
variable
B. infantis enfant Lys-Gly Gal, Glc, Rha Kandl“irg‘;;La“er’
B. breve enfant Lys-Gly Gal, Glc, Rha Kandleirge;tétLauer,
B. liberorum enfant Lys-Gly Gal, Glc, Rha Kandleirge;tétLauer,
B.parvulorum enfant Lys-Gly Gal, Glc, Rha Kandleirge;tétLauer,
B. asteroides abeille Lys-Gly Gal, Glc Kandleirge;télLauer,
B.thermophilum |  porc | Orn (Lys)- Glu Gal, Glc, Rha Kandl“irg‘;;La“er’
Nagaoka, 1996;
. . Nagaoka et al., 1998;
B.adolescentis adulte [ Lys (Orn)- Asp | Glc, 6-déoxytalose, Gal Kandler et Lauer.
1974
B. indicum abeille Lys - Asp Gal, Rha Kandleirge;tétLauer,
B.pseudolongum porc Orn (Lys)- Ala Gal, Glc, Rha Kandleirge;tétLauer,
Gal, Glc, Rha, Ve\e/roliliiégfgé}
B. bifidum adulte Orn-Ser-Asp Magg;t)c()l,_ )%ﬁgzz, 6- Wang 1969: Kandler
y et Lauer, 1974
. Orn (Lys)-Ser- Kandler et Lauer,
B. suis porc Ala-Thr-Ala Gal, Glc, Rha 1974
Kandler et Lauer,
B. longum adulte Og‘l‘a%if_)gzr' Gal,Glc, Rha 1974;
Nagaoka et al., 1995

© 2004 Tous droits réservés.
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L. 3. 1. 2. Les exopolysaccharides (EPS)

I. 3. 1. 2. 1. Généralités

Les exopolysaccharides bactériens sont des homo- ou hétéropolysaccharides
extracellulaires, attachés a la cellule bactérienne (constituants de la capsule) ou libres dans le
milieu de culture (sous la forme d'un mucus) (Sutherland, 1972).

Lors de cultures successives de B. bifidum isolé a partir de feces d'enfant Malyoth et
Bauer (1950) et plus tard Norris et collaborateurs (1954) constatent 1'apparition de colonies
d'aspect mucoide parmi les colonies lisses. Les deux types morphologiques ne manifestent pas
d'exigences nutritionnelles différentes et nulle conversion du phénotype "mucoide" vers le
phénotype lisse n'a été constatée.

I. 3. 1. 2. 2. Structure

Différentes structures polysaccharidiques produites par le genre Bifidobacterium sont
décrites dans la littérature, sans que les auteurs précisent toujours s'il s'agit d'un
exopolysaccharide (Tableau G2, page 10).

En 1952 Vogel attribue cette caractéristique morphologique a l'existence d'une capsule
polysaccharidique dont il détermine la structure chimique. L'analyse de cet EPS par
chromatographie sur papier montre la présence de glucose, de xylose, d’acide uronique, ainsi
que d'un pentose non identifié¢ et d'un hexose qui migre comme un saccharide méthylé.

En 1963, Wang et collaborateurs analysent la composition chimique d'un autre
polysaccharide excrété par une souche mucoide non encapsulée de B. bifidum (souche
Jackson M). Cet exopolysaccharide appelé "Bifidan" est composé de D-glucose, de D-
galactose, de 6- déoxytalose et d'acide D- galacturonique.

La structure de différentes séquences polysaccharidiques isolées a partir de la paroi
cellulaire de différentes especes de Bifidobacterium est présentée dans le Tableau G2. Le
mode d’ancrage de ces structures a la paroi cellulaire reste, dans la grande majorité des cas, a
élucider.

Veerkamp d'une part et Fischer, Iwasaka et Op den Camp d'autre part, ont essayé
d'identifier les monomeres constituants le polysaccharide produit par B. bifidum biovar.
pennsylvanycus. En 1983, Veerkamp isole a partir de la paroi cellulaire de cette souche un
hétéropolysaccharide composé de rhamnose et de glucose, qui serait directement lié au
peptidoglycanne par des liaisons O-glycosidiques dont I’anomerie (o ou P) reste a élucider
(Veerkamp et al., 1983).

Fischer caractérise par spectroscopie RMN un hétéropolysaccharide constitué de 16 a
26 unités monosaccharidiques (Tableau G2, page 10) attachées aux acides lipotéichoiques de
B. bifidum DSM 20239 (Fischer, 1987; Fischer et al., 1987). De méme, Op den Camp et
collaborateurs mettent en évidence en 1984 une structure homopolysaccharidique constituée
de résidus de galactofuranose liés en B-1,5 et attachée aux acides lipotéichoiques de B.
bifidum (Op den Camp et al., 1984).
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Tableau G2. Structure de plusieurs oligosaccharides identifiés chez

efien| ap asay

.pt especes de Bifidobacterium.

Souche

nosaen

Structure du polysaccharide

=

Références

B. adolescentis YIT 4011

@
—3)-dTal- B-1,3-dTal- B-1,3-dTal- -1,2* dTal- a-1,2- dTal- a-1,2- dTal- o —

Nagaoka et al. ,1988.

1 1 1 N1 1 1
Gle Gle Gle { Gl Gle Glc *
B. bifidum YIT 4007 —3) a Rha (1-2) a Rha (1— Habu et al., 1987
1p-1.2
Glc
B. bifidum var. pennsylvanicus —2) a-L-Rha (1—-2) a-L-Rha a (1— —2) a-L-Rha (1—3) a-L-Rha a (1— Veerkamp et al., 1983
Ta-1,3 1B-1,2
Glc Glc

B. bifidum var. pennsylvanicus

H-[5- B-D-Gal;1],-[6- B-D-Glc, 1],,-6Gal, ; n =7 2 10; m =8 & 15;

Fischer, 1987;
Iwasaki et al., 1990

B. breve YIT 4010

—3) B Glc (1-3) f Gal (1—4) o Gal (1-2) o Glc (1—
1 a-1,6
Glc

Habu et al., 1987

B. breve YIT 4010

H-[5- -D-Gal, 1],-[6- B-D-Glc, 1],,-6Gal, ; n =7 a 10; m =8 a 15;

Iwasaki et al., 1990

B. catenulatum YIT 4016

—6) B-D-Gal; (1—5) p-D-Gal; (I—

Nagaoka et al., 1996

1 0-1,6
D- Gal,
B. longum YIT 4028 —2) o-L-Rha,, (1—-3) a-D- Gal, (1—-2) o-L-Rha; (1—3) o-D- Gal, (1— Nagaoka et al., 1995
1 a-1,6
D- Gal,

B. longum YIT 4021

H-[5- -D-Gal, 1],-[6- B-D-Glc, 1],,-6Gal, ; n =7 a 10; m =8 a 15;

Iwasaki et al., 1990

B.longum biovar. infantis ATCC 15697

—3) B-D-Gal; (1—3) a-D- Gal, (1—

1B-1,6 1B-1.6
D-Glc, D-Glc,

Tone-Shimokawa et al., 1995

Les structures en gras font partie de la partie glucidique des acides lipotéichoiques.

* L”anomerie de la liaison glycosidique réalisée entre le déoxytalose (dTal) et le D-glucose reste a élucider.
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Ces auteurs ne rattachent toutefois pas ces résultats avec la capacité de certaines
souches de B. bifidum a produire des exopolysaccharides.

En 1995, Andaloussi et collaborateurs isolent et caractérisent un exopolysaccharide
produit par B. longum (Andaloussi et al., 1995). Ces auteurs montrent qu'apres 48 h de
culture, cette espeéce synthétise une grande quantité d'exopolysaccharides (140 mg/L de
milieu, soit 30% des polysaccharides totaux produits par la cellule). Cet EPS semble attaché a
la paroi cellulaire par des ponts de nature peptidique. En effet, aprés traitement a la pronase,
cet EPS a pu étre isolé et analysé. Deux des fractions oligosaccharidiques ainsi obtenues ont
été caractérisées plus en détail. Les deux sous fractions seraient constituées d’unités
répétitives constituées de glucose, galactose, d’acide uronique et d’hexosamines. Cependant,
la structure exacte de ces unités monomeriques et la nature des liaisons impliquées dans la
réalisation de ces structures restent a élucider.

L. 3. 1. 2. 3. Informations génétiques

Dans leur analyse bioinformatique de la séquence du chromosome de B. longum
NCC2705, Schell et collaborateurs (2002) ont identifié un fragment de 42 kb (BL 0205-
BL0237) qui serait impliquée dans la production de rhamnoexopolysaccharides (Schell et al.,
2002). En effet, ce fragment chromosomique regroupe plusieurs cadres de lecture codant
putativement pour différentes glycosyltransférases, ainsi que pour des enzymes responsables
de D’exportation des structures polysaccharidiques (Schell er al., 2002). L’analyse de la
composition en GC de ce fragment d’ADN suggere son acquisition par transfert horizontal a
partir de Streptococcus sp.

L. 3. 1. 3. Les acides téichoiques

Les acides téichoiques sont des polyols constitués d'un nombre variable de résidus de
glycérol, ribitol et mannitol liés de fagon covalente entre eux et au peptidoglycanne par
I'intermédiaire de liaisons phosphodiester (Kaiser, 2001). Lorsque ces structures sont liées aux
lipides de la membrane plasmique, ils sont appelés acides lipotéichoiques. Les fonctions
hydroxyles des acides (lipo)téichoiques sont souvent éthérifiées par les résidus hydroxyles des
monosaccharides neutres ou aminés, ou estérifiées par les fonctions carboxyliques des D-
aminoacides.

Plusieurs équipes ont analysé par chromatographie en couche mince et par résonance
magnétique du proton, du BC et du *'P la structure des acides téichoiques et lipotéichoiques
isolés a partir de la paroi cellulaire de B. bifidum (Veerkamp et Van Schaik, 1974, Op den
Camp et al., 1984; Fischer et al., 1987; Iwasaki, 1990).

i) Informations sur la structure des acides téichoiques
En 1983, Veerkamp et ses collaborateurs ont analysé la structure d'un acide téichoique
riche en résidus mannitol, li€ au peptidoglycanne de B. bifidum par des liaisons glycosidiques

(Veerkamp et al., 1983). Ils ont constaté que cet acide téichoique est composé d'une chaine
polymérique de B-1,2 ou B- 1,3 rhamnose substituée toutes les deux unités par un résidu de
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glucose. A cette chaine se fixent, par des liaisons phosphodiester, des oligomeres de 4,6-
mannitol phosphate.

ii) Informations sur la structure des acides lipotéichoiques

Op den Camp, Fischer et leurs collaborateurs ont analysé la structure de différents
acides lipotéichoiques de B. bifidum (Op den Camp et al., 1984; Fischer et al., 1987). En
1984, Op den Camp et ses collegues ont caractérisé une molécule d'acide lipotéichoique
constituée d’une séquence glycolipidique substituée par du 1,2-polyglycérolphosphate. A
Iextrémité distale de ce polyglycérolphosphate ils ont détecté des chaines linéaires
constituées de B-D-1,5- galactofurananne (Op den Camp et al., 1984). Trois ans plus tard,
Fischer et ses collaborateurs déterminent la structure d'un autre acide lipotéichoique. Cette
molécule est composée d’une séquence glycolipidique substituée par des résidus de
monoglycérolphosphate auxquels sont attachés des résidus de B-D-glucose et de P-D-
galactose (Fischer er al., 1987, Fischer, 1987). Ce dernier type d'acide lipotéichoique est
détecté aussi par Iwasaki chez trois especes de Bifidobacterium (B. bifidum, B. breve et B.
longum) (Iwasaki et al., 1990).

L. 3. 2. Le matériel génétique

I. 3. 2. 1. Le chromosome bactérien

Pour le genre Bifidobacterium, le pourcentage de G+C de I'ADN génomique peut
varier de 57,2 a 64,5 moles% (soit une moyenne de 60,1 moles%) (Werner et Seeliger, 1963;
Sebald et al., 1965). Ce genre fait ainsi partie de la classe des bactéries a Gram positif a haut
pourcentage en GC. Cette caractéristique constitue un critere taxonomique dans Ia
différenciation des bifidobactéries des espeéces a Gram positif et surtout du genre
Lactobacillus dont le pourcentage en G+C est inférieur a 50% (Gasser et Mandel, 1968).

Le chromosome des bifidobactéries est circulaire et mesure en moyenne 2 Mb. La
taille exacte a été déterminée pour deux especes: 2,1 Mb pour B. breve CIP6469 (Bourget et
al., 1993) et 2,26 Mb pour B. longum. NCC2705 (Schell et al., 2002).

Actuellement, seule la séquence chromosomique de 1’espece Bifidobacterium longum
est connue. Ainsi, O'Sullivan et ses collaborateurs (2002), ont communiqué la séquence de
2,375 Mb du chromosome de B. longum DJO10A (www.jgi.doe.gov/JGI microbial/html/).
Cette séquence génomique, incompleétement annotée a constitué une premiere dans la série
des projets de séquencage des génomes des commensaux humains. Cette information a été
suivie, la méme année, par la publication de la séquence génomique intégrale et entierement
annotée de B. longum NCC2705 (http://gib.genes.nig.ac.jp). Par analyse bioinformatique
1730 séquences codantes (soit 86% du chromosome) ont été prédites (Schell et al., 2002).
Chez cette souche, 3% du matériel génétique semble étre acquis par transfert horizontal et par
duplication génétique.
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I. 3. 2. 2. Les éléments extrachromosomiaux
L. 3. 2. 2. 1. Les plasmides

La présence de plasmides a été détectée chez cinq especes de Bifidobacterium: B.
asteroides, B. breve, B. globosum, B. longum et B. indicum (Sgorbati et al., 1982, Iwata et al.,
1989, O'Riordan et al., 1999). B. longum et B. asteroides peuvent posséder conjointement
différents plasmides par cellule (Sgorbati et al., 1986; 1988; Tableau G3, page 12).

La taille des plasmides isolés chez Bifidobacterium varie