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Préambule





Le mot « microbe » évoque encore, pour beaucoup, le redoutable coupable d’une maladie, d’une infection ou d’une contamination. Ce microbe est-il venu d’ailleurs ? En général, on ne s’interroge pas sur son origine, sauf en cas d’épidémie. On constate seulement que sa présence, inopportune, trouble un ordre établi, un équilibre, ce bien-être qu’on appelle « la santé ».

Or la santé, nous le savons maintenant, dépend de la présence de milliers de microbes et micro-organismes qui nous sont bénéfiques, qu’ils vivent sur notre peau ou dans différentes parties de notre corps comme l’intestin, la bouche ou le nez, ou qu’ils participent à des processus qui vont de la fabrication des fromages et des yaourts au traitement des eaux usées, au maintien de l’équilibre de l’environnement, ou de la biodiversité de la flore et de la faune de notre planète.

Depuis Louis Pasteur et Robert Koch, à la fin du XIXe siècle, il est bien établi qu’il n’y a pas de génération spontanée, que tout microbe provient d’un autre microbe, et que les plus petits organismes vivants capables de vivre de façon autonome s’appellent des bactéries (étymologiquement βαχτερια est un « bâton pour la marche » : les premières bactéries observées avaient une forme de bâtonnet). Ces bactéries, que l’on peut observer avec des microscopes assez simples, sont des organismes unicellulaires qui donnent naissance à des milliers d’autres bactéries filles unicellulaires semblables.

Louis Pasteur et Robert Koch ont découvert les bactéries responsables de plusieurs maladies qui ont dévasté l’humanité depuis des millénaires, comme la peste, le choléra, la tuberculose et bien d’autres fléaux. Ils ont ouvert la voie à de puissants moyens de diagnostic, de lutte contre ces maladies et à des vaccins dont certains sont toujours utilisés. Ils ont aussi ouvert la voie à l’étude des bactéries en général, qu’elles soient pathogènes et génèrent des maladies ou non pathogènes et remplissant d’autres fonctions… En effet, les découvertes de Pasteur, Koch et de leurs élèves ont été si importantes et si révolutionnaires qu’elles ont suscité au début du XXe siècle un intérêt immense parmi les médecins d’abord, puis parmi les biologistes de tous bords qui se sont passionnés pour ces nouvelles disciplines que représentaient la microbiologie, l’étude des micro-organismes non visibles à l’œil nu, et, plus spécifiquement, la bactériologie, l’étude des bactéries.

Pendant tout le siècle qui a suivi cette période florissante, la microbiologie a avancé par vagues successives et dans plusieurs directions : d’abord assez lentement, juste après la période de Pasteur et Koch, avec l’identification méticuleuse de toutes sortes de bactéries, l’établissement de collections variées, de classifications diverses et de descriptions précises. Puis les événements se sont accélérés. La découverte de l’ADN comme support du matériel génétique de tout organisme vivant, au début des années 1950, mena très vite, grâce aux études poursuivies chez les bactéries, à l’élaboration de concepts généraux valables, comme le disait Jacques Monod, « de la bactérie à l’éléphant », telles la réplication de l’ADN, la transcription, la traduction et la synthèse des protéines et, par voie de conséquence, à l’avènement de la biologie moléculaire et du génie génétique : l’art de manipuler les gènes et les espèces.

Vers la fin du XXe siècle, les technologies de séquençage de l’ADN, c’est-à-dire de détermination de la structure des gènes, et très vite de celle des génomes complets de bactéries, ont déclenché une accélération effrénée et totalement non anticipée des études sur les bactéries, pathogènes ou non. Nos connaissances des maladies infectieuses ont alors été bouleversées par ces approches qui, en s’associant aux techniques de la biologie cellulaire, et en particulier à l’imagerie, ont mis en lumière d’innombrables mécanismes utilisés par les micro-organismes pour établir une infection, en interagissant de multiples façons avec l’hôte infecté et en détournant certaines de ses fonctions essentielles et certains mécanismes fondamentaux.

En parallèle à ce nouveau regard sur les maladies infectieuses, les recherches sur le comportement des bactéries ont montré que toutes, sans exception, ont une véritable vie sociale, qu’elles vivent en petits groupes ou assemblées diverses qui peuvent être présents sur des surfaces de tout genre, sous forme de « biofilms », et qu’elles peuvent vivre en harmonie avec beaucoup de leurs congénères et former des groupes très hétérogènes, mais stables. Lorsque ces groupes deviennent gigantesques et sont présents en association avec d’autres micro-organismes, parasites ou virus, on parle de « microbiote ». On parlait auparavant de flore intestinale ; on préfère aujourd’hui « microbiote intestinal ». Le microbiote intestinal n’est pas le seul microbiote. Il en existe d’autres dans d’autres parties du corps et dans d’autres organismes. On sait aujourd’hui que ces microbiotes évoluent, qu’ils sont la signature de l’individu qui les abrite, de ses habitudes alimentaires, de son patrimoine génétique ou de ses maladies sous-jacentes… et peut-être même de son comportement.

Même si, dans la nature, nombre de bactéries semblent pouvoir mener aussi une vie indépendante, beaucoup vivent en réelle symbiose non seulement avec les hommes, mais aussi avec tous les animaux, y compris des insectes, ou même avec des plantes. Ces cohabitations ont parfois des conséquences étonnantes sur la descendance des êtres « habités », entraînant par exemple stérilité ou élimination des mâles chez les insectes, ou une meilleure croissance chez les plantes, les bactéries présentes sur les racines aidant la plante à capter l’azote qui leur est si bénéfique.

Les bactéries ont donc une vie sociale très élaborée : en plus de leur capacité à vivre en groupe, et sans doute afin de vivre en groupe, elles peuvent communiquer entre elles en utilisant un langage chimique qui leur permet de se reconnaître par espèces ou par grandes familles, et de se distinguer les unes des autres… Ce langage, elles l’utilisent pour agir en groupe et gagner la partie contre leur ennemi ! Par exemple, certaines bactéries pathogènes ne déploient leurs mécanismes d’attaque que si elles sont suffisamment nombreuses et que leurs chances de réussite sont élevées. Certaines bactéries peuvent aussi ne devenir lumineuses que lorsque leur nombre atteint un certain seuil.

Pour s’adapter aux diverses situations auxquelles elles peuvent être confrontées et exprimer ou non certaines de leurs capacités, les bactéries utilisent des mécanismes de régulation très sophistiqués. Tous les composants de la cellule, des protéines aux molécules comme les vitamines, des composants intermédiaires aux métaux, participent aux multiples mécanismes d’adaptation que les bactéries mettent en jeu à telle ou telle occasion durant leur vie. Mais les molécules régulatrices sur lesquelles les recherches ont le plus avancé ces dernières années, et qui participent à l’expression contrôlée des génomes, sont les ARN. Jacob et Monod avaient prédit qu’ils pourraient réguler l’expression du patrimoine génétique, mais qu’ils le fassent de tant de façons différentes, rien ne le laissait présager. Car ces ARN bactériens, dont on pensait jusqu’à la fin du siècle dernier qu’ils servaient surtout d’intermédiaires de fabrication entre l’ADN et les protéines – d’où le nom d’ARN « messagers » donné aux plus nombreux d’entre eux –, ont des rôles multiples et parfois étonnants. On a notamment découvert – et c’est là une des plus grandes avancées de ces dernières années en biologie – que les bactéries ont mis en place des stratégies extrêmement efficaces qui dépendent d’ARN, nommées CRISPR (prononcer « crispère »), pour se protéger d’assaillants comme les virus de bactéries, les bactériophages ou phages. Plus précisément, les bactéries se souviennent de leur première rencontre avec un phage et sont capables de mettre en place une sorte d’immunité, devenant ainsi « vaccinées » contre ce phage.

Ces systèmes sont si bien agencés et si adaptables qu’ils sont maintenant à la base d’une technique révolutionnaire qui permet de manipuler les génomes de tous les organismes chez qui ils ont été testés : la technologie CRISPR/Cas9. Cette méthode permet de modifier les génomes facilement en un temps record, et ainsi de créer des mutants qui permettent de faire des études sophistiquées de la fonction des gènes, ou de remplacer des gènes défectueux par de nouveaux gènes, ouvrant directement la voie aux thérapies géniques. Cette technologie si puissante a été honorée par l’un des Breakthrough Prizes 2014 aux États-Unis et par une série impressionnante d’autres très grands prix internationaux qui honorent et récompensent les scientifiques auteurs de très grandes avancées.

Les bactéries se défendent non seulement des virus, mais aussi de leurs propres congénères quand ceux-ci les agressent ! Pour ce faire, elles produisent toutes sortes de toxines ou poisons antibactériens, dont elles-mêmes sont protégées par une ou plusieurs protéines d’immunité. La lutte pour la vie existe aussi dans le monde de l’infiniment petit. Ces poisons antibactériens pourront-ils être utilisés pour combattre et mieux maîtriser les bactéries pathogènes ? Ils font partie des stratégies envisageables pour pallier les antibiotiques devenus inefficaces.

En effet, les antibiotiques ont été pendant plusieurs décennies les agents antibactériens les plus utilisés. Mais, hélas, les bactéries se sont adaptées, développant des résistances qui, dans le cas de certaines bactéries comme celle qui est responsable de la tuberculose (Mycobacterium tuberculosis ou bacille de Koch), ont des conséquences médicales dramatiques. Nous ne savons plus traiter certaines maladies et assistons à un retour en force des maladies infectieuses. Le signal d’alarme a été tiré, et le public est conscient de cette situation dramatique. Des mesures sont prises, et place devrait être faite sinon à l’optimisme, au moins à l’espoir. En effet, nous avons tant appris ces dernières années que d’autres méthodes, d’autres voies insoupçonnées s’ouvrent, créant de nouvelles espérances de thérapeutiques plus efficaces et laissant apparaître d’autres horizons. On cherche par exemple à tirer profit de la connaissance des génomes bactériens pour identifier des inhibiteurs de réactions chimiques ou de voies métaboliques qui n’existent que chez les bactéries et sont absentes chez l’homme. Il n’en reste pas moins que ce retour à une ère que l’on pourrait qualifier de « préantibiotique » reste une véritable catastrophe. Il est important d’en tirer des leçons. Les bactéries savent contourner les situations de façon incroyable. Il faut donc être très vigilant lors de la mise en place de nouvelles approches thérapeutiques… ou la suppression de certaines vaccinations auparavant obligatoires. Est-il raisonnable de maintenir la suppression de la vaccination par le BCG en France ? Cette question mérite réflexion, notamment au moment où des populations venant de pays à faible couverture vaccinale augmentent les risques d’infection.

Notre objectif dans ce livre est de montrer que de très grandes découvertes et de nouveaux concepts ont été mis en lumière pendant les dix ou vingt dernières années. Ils nous permettent de dire que la microbiologie vit une nouvelle révolution et qu’une véritable renaissance se produit en microbiologie. Celle-ci va bouleverser nos habitudes alimentaires et transformer notre vie quotidienne, en particulier notre attitude vis-à-vis de la flore et de la faune sauvages, y compris vis-à-vis des insectes. Les découvertes récentes vont aussi nous aider à mettre en place de nouvelles stratégies de lutte contre les agents pathogènes et combattre non seulement des fléaux, mais aussi leurs vecteurs. Par exemple, les moustiques qui véhiculent certains virus pourront être éliminés grâce à la dispersion dans l’environnement de moustiques mâles infectés par la bactérie Wolbachia, qui, s’ils s’accouplent avec une femelle non infectée, ne donnent pas de descendance.

Nous nous restreindrons dans cet ouvrage à la renaissance de la bactériologie, en partie parce que c’est le domaine que nous connaissons le mieux. Pourtant, bien des aspects de la virologie, de la parasitologie et de la mycologie auraient pu être aussi abordés, car ils ont eux aussi bénéficié des nouvelles technologies dont la bactériologie a bénéficié. Mais c’est la bactériologie, semble-t-il, qui a vécu le bouleversement le plus profond et qui a mené à la naissance du plus grand nombre de concepts nouveaux.

On a dit que le XXIe siècle serait celui de la biologie. Il est sans aucun doute celui de la microbiologie. Nous avions organisé à l’Académie des sciences, avec la Royal Society et la Leopoldina, nos académies sœurs anglaise et allemande, en 2012, un colloque intitulé La Nouvelle Microbiologie. Ce fut un grand succès. Nous avons repris cet intitulé pour le titre de cet ouvrage.









PREMIÈRE PARTIE

De nouveaux concepts en microbiologie












CHAPITRE 1

Les bactéries : beaucoup d’amies, peu d’ennemies





Les bactéries sont des êtres vivants unicellulaires qui forment l’un des trois grands domaines du vivant, les archées et les eucaryotes constituant les deux autres (figure 1). Cette séparation en trois branches qui dériveraient d’un ancêtre commun a été proposée pour la première fois par Carl Woese en 1977. Les eucaryotes comprennent les animaux, les plantes et les protozoaires. Les bactéries et les archées sont des procaryotes : elles n’ont pas de noyau. L’absence de noyau est l’une des différences majeures entre procaryotes et eucaryotes. L’ADN des procaryotes n’est pas, comme chez les eucaryotes, enfermé dans un compartiment délimité par une membrane. Il ne faut pas en conclure que les bactéries ne sont que des petits sacs avec un contenu désordonné. On verra plus loin que leur « intérieur » est très organisé.


[image:  Les bactéries, les archées et les eucaryotes dérivent d’un ancêtre commun.]

Figure 1. Les trois grands domaines du vivant. Les bactéries, les archées et les eucaryotes dérivent d’un ancêtre commun.




Les archées, comme les bactéries, sont des organismes unicellulaires, mais elles se différencient des bactéries par la présence de lipides encore jamais rencontrés dans le monde bactérien et par un ensemble de composés plus proches de ceux des eucaryotes – en particulier toute la machinerie de régulation des gènes. Au moment de leur découverte, on pensait les archées uniquement présentes dans des environnements extrêmes (eaux très chaudes par exemple…), mais on sait maintenant qu’elles sont présentes partout, y compris dans notre intestin.

Les bactéries sont extrêmement variées et forment le domaine du vivant le plus diversifié. Elles sont sur Terre depuis des milliards d’années et se sont adaptées à toutes les variétés de conditions de vie. Il y a plus de 11 500 espèces répertoriées et plus de 2 000 genres (qui regroupent des espèces). Ces chiffres étaient jusqu’ici basés sur des comparaisons de gènes – en particulier ceux de l’ARN 16S1 –, mais ils ne cessent d’augmenter. Les méthodes de classification changent aussi. On compare maintenant les séquences des génomes entiers et la notion d’espèce elle-même est en pleine évolution !

Les bactéries ont des formes variées. On en distingue quatre grandes catégories : des coques ou sphères, des bâtonnets ou bacilles, des spirales et des bactéries en forme de virgule ou autres formes courbes (figure 2). Quelle que soit leur forme, les bactéries se divisent : une bactérie en donne deux par reproduction asexuée, même si du matériel génétique peut parfois aussi être échangé entre deux bactéries par des mécanismes différents qui correspondent à ce que l’on appelle un transfert de gène horizontal. On y reviendra plus loin.


[image:  Les bacilles ( ), les coques (  ou méningocoques), les spirales ( ), les virgules ( ).]

Figure 2. Les quatre grands types de bactéries. Les bacilles (Listeria monocytogenes), les coques (Neisseria meningitidis ou méningocoques), les spirales (Leptospira interrogans), les virgules (Vibrio cholerae).




Les bactéries sont ubiquitaires : on les trouve dans tous les biotopes rencontrés sur terre, y compris dans les sources d’eau chaude ou dans les mers très salées. On en trouve un très grand nombre sur et dans l’homme, puisqu’on estime qu’il y a 1010 bactéries sur notre peau, 1010 dans notre bouche et 1014 dans notre intestin : il y aurait donc dix fois plus de cellules bactériennes dans notre corps que de cellules humaines. Cependant, un article récent remet ce nombre en question et affirme qu’il est surestimé de dix fois ! Néanmoins, dans notre intestin, qui contient des dizaines de milliards de bactéries, il y a plus de 1 000 espèces différentes. J’aime à penser parfois que nous promenons nos bactéries gratuitement tous les jours… et que celles-ci nous accompagnent partout, en général sans protester !

Les bactéries sont apparues il y a plus de trois milliards d’années et ont depuis cette époque habité sans interruption la biosphère dans laquelle les animaux sont apparus deux milliards d’années plus tard. On ne sait pas comment le premier organisme possédant un noyau est né. Sans doute de la fusion entre une bactérie et une archée. En effet, des gènes des deux domaines sont présents chez les animaux, et il est clair qu’un ancêtre de tous les eucaryotes modernes a « avalé » une bactérie, ce qui a mené à une relation symbiotique stable qui a donné naissance aux mitochondries de toutes nos cellules. Ces petites structures ressemblent un peu à des bactéries et sont indispensables à la fabrication de milliers de composés, en particulier à celle de l’ATP2, un composé chimique qui stocke momentanément l’énergie pour ensuite la fournir et permettre nombre de réactions chimiques qui ont lieu dans les cellules. Les premiers animaux furent donc bactérivores avant de devenir herbivores, carnivores ou omnivores !

Beaucoup de bactéries vivent librement dans la nature. Elles y naissent, y grandissent, s’y nourrissent et participent ainsi à l’équilibre et aux caractéristiques des écosystèmes dans lesquels elles se trouvent. C’est à des bactéries de la famille des Streptomyces que l’on doit la délicieuse odeur des sous-bois après la pluie.

En revanche, beaucoup de bactéries ne vivent pas seules et s’associent avec un partenaire. Elles établissent des relations durables qu’on qualifie de mutualistes ou symbiotiques, que ce soit avec les hommes et les animaux, ou même avec les plantes. De plus, comme on le verra, les bactéries de nombreuses espèces peuvent s’assembler et former de grandes communautés qu’on appelle microbiotes, qui font alors partie de l’organisme lui-même. On parle alors de superorganisme.

Il est important de réaliser que, parmi toutes les bactéries présentes sur Terre, celles qui sont responsables de maladies sont loin d’être les plus nombreuses. Quelques-unes produisent des toxines très puissantes et sont toujours pathogènes, comme par exemple Vibrio cholerae, le vibrion responsable du choléra qui se propage dans l’eau et produit une puissante toxine à l’origine de diarrhées et de déshydratations mortelles. C’est aussi le cas de Corynebacterium diphtheriae responsable de la diphtérie, maladie que l’on a presque oubliée car la vaccination obligatoire dans les pays développés est très efficace. Il y a aussi dans ce groupe Clostridium tetani, qui produit la toxine tétanique, et Clostridium botulinum, qui produit la toxine botulique. Cependant, les maladies causées par une seule toxine sont vraiment rares.

En règle presque générale, les bactéries peuvent engendrer une maladie car elles ont un arsenal de stratégies et d’outils qu’on appelle mécanismes ou facteurs de virulence. Et c’est la combinaison de tous ces facteurs de virulence qui permet à une bactérie de s’installer dans un organisme, d’échapper aux défenses de son hôte et finalement de se multiplier et d’envahir différents tissus ou organes : la gorge pour les streptocoques, les poumons pour les légionelles, l’intestin pour les salmonelles, le système rhino-pharyngé pour les pneumocoques. Bien souvent, les bactéries ne réussissent à établir une infection que si le terrain est propice, soit parce que l’organisme a un déficit immunitaire passager dû à une fatigue ou un surmenage ou une pré-infection virale – c’est exactement le cas des infections à pneumocoques qui souvent succèdent à une infection grippale ayant provoqué une inflammation des voies respiratoires –, soit à la suite d’une blessure, soit parce qu’il est réellement susceptible à cette maladie à cause d’une mutation de son génome.

L’importance du contexte génétique dans la mise en place d’une infection fait l’objet de recherches intensives dans plusieurs laboratoires dans le monde, et le laboratoire de Jean-Laurent Casanova est l’un des ardents promoteurs de cette hypothèse de l’origine génétique des maladies, qu’il a notamment vérifiée dans le cas de plusieurs susceptibilités à des maladies, en particulier la susceptibilité à des infections par des mycobactéries peu pathogènes ou même par le BCG (le bacille de Calmette et Guérin), c’est-à-dire la souche de Mycobacterium bovis atténuée que l’on utilise normalement pour vacciner. Certains enfants présentant une mutation dans un des gènes de l’interféron, ou dans un gène impliqué dans la voie de signalisation de l’interféron, font ce que l’on appelle des BCGites, maladies tout à fait non souhaitées qui se développent suite à la vaccination et qui peuvent être mortelles.

Nous verrons tout au long de cet ouvrage que les bactéries, pathogènes ou non, sont des organismes vivants qui, grâce à une programmation et des propriétés diverses, pour certaines totalement inattendues, participent de façon constante à la vie quotidienne de tous les êtres vivants et à l’équilibre de l’environnement, soit en produisant des composés qu’elles seules sont capables de fabriquer, soit en éliminant et utilisant des composés qu’elles seules savent transformer.









CHAPITRE 2

Les bactéries : des êtres unicellulaires très organisés





Les bactéries sont en apparence des cellules très simples, sans noyau ni organites internes comme ceux qu’on trouve dans toutes les cellules d’animaux ou de plantes, mais elles sont en fait très structurées. Leur forme est bien précise et leur contenu très organisé, chaque protéine ou groupe de protéines étant situé à un endroit bien déterminé, disposition que l’on retrouve de génération en génération.

Toutes les bactéries sont entourées d’une fine membrane recouverte d’une paroi faite de « peptidoglycane », qui leur donne leur forme et leur rigidité, et leur permet de résister aux différences qui existent entre le milieu extérieur et leur milieu intérieur : différences de température, de pH, de concentration saline, etc. Certaines bactéries ont en plus sur cette paroi une membrane externe et éventuellement aussi une capsule.

On classe souvent les bactéries en deux catégories : les bactéries « à Gram positif » et les bactéries « à Gram négatif ». Ce nom vient d’une technique de coloration qui est positive pour les bactéries sans membrane externe et ayant un peptidoglycane très épais, et négative dans l’autre cas !


Les mycoplasmes

Les mycoplasmes sont des bactéries sans paroi. Ces bactéries relativement petites ont longtemps été difficiles à repérer et identifier car la principale méthode d’identification citée ci-dessus, la technique de Gram, du nom de son inventeur Hans Christian Gram, repose sur la détection du peptidoglycane. La non-détectabilité des mycoplasmes a longtemps posé problème car beaucoup de mycoplasmes, qui sont la plupart du temps des commensaux (présents mais non pathogènes) du tractus respiratoire ou vaginal, peuvent aussi être responsables d’infections sexuellement transmissibles. De plus, n’ayant pas de peptidoglycane, ils sont insensibles aux antibiotiques qui ciblent la paroi bactérienne… Ces bactéries ont les plus petits des génomes bactériens, et c’est le chromosome d’un mycoplasme, Mycoplasma genitalum qui a été le premier synthétisé par les outils de la biologie synthétique.





Flagelles et autres appendices


Sur la surface des bactéries, on trouve souvent des flagelles, très longues hélices filiformes reliées à des petits moteurs rotatifs permettant aux bactéries de se déplacer et de se disséminer dans les milieux aquatiques ou dans les sécrétions.

On trouve aussi à la surface des bactéries des pili ou poils adhérents, qui leur permettent d’adhérer à des surfaces biologiques ou abiotiques, ou même de s’agréger entre elles.

Enfin, on y trouve des fibres de type curli qui ressemblent aux fibres « amyloïdes » que l’on détecte dans le cerveau des patients atteints de la maladie d’Alzheimer, et qui sont, comme les pili, impliquées dans l’adhérence aux surfaces et dans leur agrégation.





Si la forme des bactéries est stabilisée par leur paroi, leur taille dépend du volume de leur contenu intérieur. Celui-ci augmente pendant la croissance et s’organise selon un ordre et une architecture orchestrés par des molécules semblables à celles qui sont présentes dans nos cellules ou celles des plantes, et qui les structurent. On a notamment découvert récemment que les bactéries ont un squelette, un « cytosquelette » d’actine, en forme de spirale, qui est en particulier impliqué dans la localisation et l’activation des enzymes qui fabriquent le peptidoglycane, et sont cruciales pour la division.


Forme et division bactériennes :
des protéines similaires à l’actine et à la tubuline des eucaryotes


Les bactéries de type bacilles et leur paroi, si le milieu de culture le permet, grandissent. La croissance du peptidoglycane – et donc de la paroi – est contrôlée par MreB, une protéine similaire à l’actine des eucaryotes, ancrée à la membrane. MreB forme une sorte de spirale et donne sa forme allongée à la bactérie. Chez Caulobacter, une protéine appelée crescentine est responsable de sa forme de croissant.

Mais la taille d’une bactérie n’augmente que jusqu’à une certaine limite. Le phénomène de division, étape précisément orchestrée, se produit alors, faisant intervenir au moins deux autres molécules semblables à des protéines qu’on ne croyait présentes que chez les eucaryotes.

En effet, au moment de la division, tous les éléments qui participent à la vie d’une bactérie sont partagés en deux, en particulier le chromosome (plus précisément l’ADN chromosomique) qui, après s’être dupliqué, est lui aussi partagé et réparti dans chacune des deux cellules filles. Lors de l’étape ultime de la division, l’étape clé de la séparation de deux cellules filles fait intervenir une autre protéine similaire à l’actine, FtsA qui attache au site de division, une protéine proche de la tubuline des cellules eucaryotes qui a pour nom FtsZ.

Une autre protéine similaire à l’actine des eucaryotes est impliquée chez les bactéries dans la répartition des ADN plasmidiques entre cellules filles. C’est la protéine ParM.





Presque toutes les bactéries donnent deux cellules filles apparemment identiques, sauf certaines bactéries comme Caulobacter crescentus, une bactérie aquatique devenue un modèle impressionnant de division asymétrique (figure 3). La bactérie Caulobacter qui va se diviser est en effet immobile, car attachée par une courte tige à une surface, le fond de la mer ou un rocher. Elle se divise en donnant une cellule mobile, grâce à un flagelle, qui s’éloigne et se dissémine dans l’environnement, laissant sur place la cellule à tige, qui peut continuer à croître et se diviser. La cellule à flagelle peut éventuellement perdre son flagelle. Apparaît alors une tige qui permettra à cette bactérie de se poser à un endroit où elle grandira encore un peu et donnera naissance à sa propre descendance.


[image:  Cette bactérie est un modèle de division différenciée : la division mène à la naissance de deux bactéries légèrement différentes ; l’une a une tige, l’autre un flagelle.]

Figure 3. Caulobacter crescenti. Cette bactérie est un modèle de division différenciée : la division mène à la naissance de deux bactéries légèrement différentes ; l’une a une tige, l’autre un flagelle.




Les bactéries sont-elles éternelles ? Ont-elles des stratégies de survie ? Pour maintenir leur descendance en cas de stress – carence alimentaire ou extrême sécheresse par exemple –, certaines se divisent en générant à l’intérieur d’elles-mêmes une spore, qui est une sorte de bactérie dormante extrêmement résistante à la chaleur, au froid, à la sécheresse et à certains antiseptiques, et qui permet de maintenir la descendance pendant des années, voire des siècles… et aussi de la disséminer (figure 4). Lorsque la spore arrive dans un milieu propice, elle peut germer et reprendre une division binaire normale.


[image:  En cas de stress, une carence nutritionnelle par exemple, les bactéries produisent à l’intérieur d’elles-mêmes une spore qui contient l’ADN chromosomique, soit tout le matériel génétique de la bactérie. Ces spores peuvent persister longtemps dans la nature jusqu’au moment où elles germent et reprennent une multiplication normale.]

Figure 4. Bacillus anthracis. En cas de stress, une carence nutritionnelle par exemple, les bactéries produisent à l’intérieur d’elles-mêmes une spore qui contient l’ADN chromosomique, soit tout le matériel génétique de la bactérie. Ces spores peuvent persister longtemps dans la nature jusqu’au moment où elles germent et reprennent une multiplication normale.




Toutes les bactéries ne produisent pas de spores, mais il en est parmi celles qui produisent des spores, qui sont extrêmement dangereuses. On se souvient de l’épisode de bioterrorisme de l’automne 2001 aux États-Unis lors duquel des spores de Bacillus anthracis (anthrax ou maladie du charbon) avaient été envoyées par courrier postal à des destinataires dont certains ont fait des infections diverses, cutanées, intestinales et surtout pulmonaires, menant à la mort de cinq personnes.

Parmi les autres bactéries qui forment des spores et sont potentiellement très pathogènes, on mentionnera Clostridium tetani, qui peut rester dans le sol pendant des années et un jour pénétrer dans une plaie et engendrer le tétanos.

Comme les spores sont très résistantes, on ne s’en débarrasse pas aisément : elles sont donc très dangereuses, d’autant qu’elles se disséminent très facilement. Citons le cas d’une bactérie comme Clostridium difficile. Celle-ci fait partie de notre microbiote intestinal et a la particularité de résister à beaucoup d’antibiotiques. Elle se développe donc particulièrement en cas de traitement antibiotique, engendrant des diarrhées. L’hôpital étant un endroit où les antibiotiques sont le plus prescrits, les infections à Clostridium difficile y sont nombreuses. Cette bactérie, produisant des spores qui persistent des années et dans n’importe quel endroit, est de plus en plus souvent à l’origine d’infections nosocomiales.

D’autres stratégies de survie moins bien connues semblent exister. Par exemple, certaines bactéries sont capables d’arrêter la synthèse de leur peptidoglycane pour produire des bactéries sans peptidoglycane, appelées formes L – du nom du médecin anglais Joseph Lister –, qui ne sont pas reconnues par le système immunitaire. Comme les mycoplasmes décrits plus haut, elles sont résistantes à beaucoup d’antibiotiques et peuvent persister assez longtemps dans un organisme infecté, même en cas de traitement.

Grâce à de nombreuses nouvelles techniques d’imagerie, en particulier la vidéomicroscopie et la microscopie en super-résolution qui profitent de marqueurs fluorescents variés, on peut maintenant étudier les bactéries en temps réel, les regarder se diviser et en plus examiner une protéine donnée dans ces bactéries, et déterminer par exemple si celle-ci se place à un endroit bien particulier (le pôle ou le site de division par exemple) ou si celle-ci augmente en intensité ou disparaît au cours de la croissance de la bactérie. En couplant ces techniques de visualisation des bactéries à la microfluidique – la science qui étudie les fluides qui s’écoulent dans des microcanaux –, on peut aussi observer le comportement des bactéries lors d’un changement de milieu de culture, de température, etc.

La biologie cellulaire des bactéries est une nouvelle discipline, un domaine d’investigation, en pleine explosion.








CHAPITRE 3

La révolution de l’ARN





Le patrimoine génétique d’une bactérie – la « carte d’identité » génétique qui la distingue d’une autre bactérie –, comme celui de toutes nos cellules, est porté par l’ADN de son chromosome. Celui-ci est le plus souvent de forme circulaire. Certaines bactéries, comme le vibrion cholérique, ont deux chromosomes et d’autres, plus rares, telle Borrelia, bactérie qui donne la maladie de Lyme que l’on contracte par une piqûre de tique lors d’une promenade d’été dans les sous-bois, ont plusieurs chromosomes linéaires.

Beaucoup de bactéries ont en plus de leur chromosome principal des minichromosomes appelés « plasmides », qui sont circulaires. Ils ne sont pas indispensables à leur multiplication.

L’ADN du chromosome ou celui des plasmides est un polymère fait d’une succession de chaînons ou « nucléotides » presque identiques et se différenciant par la base qui les contient : A, T, G ou C1. L’ADN est en fait un double brin qui se forme grâce à l’affinité de A pour T, et de G pour C. Les gènes situés tout le long du chromosome sont constitués de quelques centaines, et parfois de milliers de ces chaînons. Ils portent le message qui donnera naissance à des protéines. En d’autres termes, les gènes « codent » pour des protéines. Entre les gènes, on trouve des séquences dites « intergéniques », faites des mêmes chaînons.

L’ADN d’une bactérie est soit copié à l’identique, soit lu. Dans le premier cas, il est répliqué à l’identique en ADN, pour pouvoir être réparti entre deux cellules filles lors de la division cellulaire : on parle alors de réplication et de machinerie de réplication. Dans le second cas, l’ADN est « lu » par une autre machinerie qui fabrique des ARN. Il s’agit d’une transcription. Comme l’ADN, les ARN sont faits de 4 chaînons (A, U, G et C), mais un peu différents de ceux de l’ADN. Ce sont des « ribonucléotides ». Le sucre qui est contenu dans chaque chaînon est du ribose dans l’ARN (d’où son nom, acide ribonucléique) alors que c’est du désoxyribose dans l’ADN (l’acide désoxyribonucléique). De plus, l’ARN n’a qu’un seul brin (figure 5).


[image:  Représentation schématique d’un double brin d’ADN, de son transcrit ARN messager (ARNm) et de la petite protéine codée par l’ARNm.]

Figure 5. Représentation schématique d’un double brin d’ADN, de son transcrit ARN messager (ARNm) et de la petite protéine codée par l’ARNm.




Autre différence entre la réplication et la transcription : la réplication commence dans une région du chromosome appelée « origine de réplication ». La transcription, elle, peut démarrer en de multiples endroits du chromosome, mais seulement en amont des gènes, dans des régions que François Jacob et Jacques Monod ont appelées les « promoteurs ». Le chromosome bactérien étant fait de deux brins d’ADN, la réplication réplique chacun des deux brins de l’ADN. Elle est bidirectionnelle. La transcription transcrit certaines régions de chacun des brins de l’ADN. Elle est unidirectionnelle et s’arrête assez rapidement. La réplication, une fois démarrée, réplique tout le chromosome.

Les ARN produits par la machinerie de transcription sont ensuite lus par la machinerie de traduction. Cette machinerie complexe comprend essentiellement les ribosomes qui reconnaissent trois par trois les chaînons, et prélèvent à l’intérieur de la bactérie les acides aminés qui sont assemblés les uns après les autres en protéines, 1 acide aminé correspondant à 3 chaînons d’ARN (un « triplet »). Chaque triplet de l’ARN messager correspond à un acide aminé bien précis. Il existe 20 acides aminés qui sont reconnus par l’une des 64 combinaisons de triplets. Ce code génétique est le même chez toutes les bactéries et la plupart des organismes. Ainsi, à partir de son ADN, la bactérie produit des ARN qui seront traduits en protéines grâce à ce code universel. L’ARN est donc un intermédiaire, c’est un ARN « messager » puisqu’il porte en lui le message du chromosome et qu’il sera lu pour fabriquer une protéine. Les bactéries produisent des milliers d’ARN messagers qui, chacun, produisent des protéines.

Les résultats qui ont valu à Jacob, Lwoff et Monod leur prix Nobel en 1965 portaient sur la découverte de ce que plusieurs gènes successifs, concourant en général à la même fonction physiologique, peuvent faire partie d’un groupe de gènes qu’ils ont appelé « opéron », et qui sont transcrits ensemble à partir d’un seul promoteur en un seul ARN messager.

La transcription n’a pas lieu de façon permanente. Elle dépend de nombreux facteurs environnementaux (comme le pH ou la température). Elle est aussi régulée, dans le modèle le plus simple, par un seul « régulateur » produit par un gène situé ailleurs sur le chromosome. Ce régulateur vient se placer en amont du premier gène de l’opéron, et empêche ou stimule l’expression de l’ARN messager. Ce magnifique modèle de régulation a été très étudié par ses auteurs dans le cas de l’opéron lactose de la bactérie Escherichia coli, un opéron impliqué dans l’utilisation d’un sucre, le lactose. Dans ce cas précis, l’opéron est en général réprimé, autrement dit silencieux car le répresseur de l’opéron, la protéine LacI ou répresseur Lac, se fixe sur le chromosome en amont des gènes de l’opéron et empêche leur expression. Le répresseur empêche la lecture de l’ADN. Il réprime la transcription. Lorsque le milieu contient du lactose, celui-ci peut entrer dans la bactérie et être transformé en « allo-lactose », molécule qui interagit avec le répresseur, le fait changer de forme (changement de conformation ou changement « allostérique ») et l’empêche de se fixer sur l’ADN. Les gènes de l’opéron sont alors transcrits – « induits » par le lactose –, et la bactérie peut utiliser le lactose grâce à la protéine codée par le gène LacZ.


Répresseurs et activateurs


Le modèle de l’opéron a été généralisé à toutes les bactéries, aux procaryotes, ainsi qu’à quelques eucaryotes, en particulier les vers tel le nématode Caenorhabditis elegans, mais il a été précisé, enrichi et diversifié. En effet, les gènes peuvent être réprimés par une variété de répresseurs plus ou moins semblables au répresseur Lac. Certains gènes peuvent aussi être réprimés par plusieurs répresseurs différents, mais beaucoup peuvent aussi être activés. Dans ce cas, il ne s’agit plus d’une régulation négative mais d’une régulation positive, avec une protéine activatrice qui se fixe en amont de l’opéron lorsque

les gènes doivent être exprimés dans une condition particulière. L’une des protéines activatrices bactériennes les plus connues est la protéine CAP ou CRP d’Escherichia coli qui fixe l’AMP cyclique, molécule qui agit comme une hormone et peut ainsi activer les gènes impliqués dans l’utilisation par la bactérie des sucres autres que le glucose.

Des répresseurs ou des activateurs existent aussi dans les bactériophages, les virus des bactéries. La protéine CI du phage lambda est un régulateur impliqué dans la double vie du phage. En effet, ce phage peut être soit lytique, soit lysogène. Il est lytique s’il est capable de lyser (du grec λυσειν, « dissoudre ») une bactérie. Il est lysogène s’il ne lyse pas la bactérie mais est potentiellement capable de le faire. On dit qu’un phage est lytique si, lors de l’attaque d’une bactérie, il lui injecte son ADN et qu’il se réplique de nombreuses fois, chaque copie étant ensuite empaquetée dans une coque de protéines, et l’ensemble de ces nouveaux phages faisant finalement exploser la bactérie. Le phage est dit lysogène, au contraire, si l’ADN du phage, après son injection dans la bactérie, s’intègre dans son chromosome et devient silencieux.

C’est la protéine CI du phage lambda qui est au cœur de ces deux situations. Elle peut en effet agir comme un répresseur et inhiber l’expression des gènes qui servent à l’excision lorsque l’ADN est intégré dans le génome bactérien. Après un stress, une irradiation ou une carence alimentaire, une protéine de la bactérie, appelée RecA, devient active et capable de cliver la protéine CI, qui devient alors incapable de réprimer l’excision.





Ce que beaucoup de chercheurs ont oublié, c’est que, dans leur modèle original publié en 1961 dans le Journal of Molecular Biology, Jacob et Monod avaient proposé que le répresseur soit le produit d’un gène régulateur, c’est-à-dire un ARN répresseur qui agirait soit dans une région de l’ADN située en amont de l’opéron, et empêcherait sa transcription, soit sur le début de l’ARN messager des gènes de l’opéron, empêchant alors la traduction du message (figure 6). Les recherches poursuivies sur l’opéron lactose après la publication originale ont montré que le répresseur Lac n’est pas un ARN, mais une protéine qui agit en amont des gènes de l’opéron. Cette découverte a été suivie de nombreuses autres qui ont laissé dans l’oubli pendant des années l’hypothèse initiale de Jacob et Monod, selon laquelle les répresseurs pourraient être des ARN.

Cependant, au début des années 1980, il a été montré que la réplication des petits chromosomes bactériens circulaires que sont les plasmides et qui portent des gènes accessoires comme certains gènes de virulence, ou parfois les gènes impliqués dans la capacité de résister à certains antibiotiques, est contrôlée par des petits ARN qui se placent sur l’un des brins de l’ADN plasmidique – on dit qu’ils s’hybrident – et empêchent la réplication du plasmide. Le concept de l’ARN régulateur « anti-sens » était né. La révolution de l’ARN démarrait.


[image:  À droite, leur fameux modèle proposant deux alternatives possibles pour une répression simultanée des trois gènes de l’opéron lactose. On remarque que c’est un ARN qui joue le rôle de répresseur.]

Figure 6. À gauche, les trois lauréats du prix Nobel 1965 : François Jacob, Jacques Monod et André Lwoff. À droite, leur fameux modèle proposant deux alternatives possibles pour une répression simultanée des trois gènes de l’opéron lactose. On remarque que c’est un ARN qui joue le rôle de répresseur.




Quelques autres ARN anti-sens ont ensuite été découverts chez les bactéries, mais rien ne laissait entrevoir l’explosion du début des années 2000, suite à la découverte des micro-ARN2 chez les eucaryotes. Cette explosion était le résultat de l’utilisation de technologies révolutionnaires, en particulier les puces de type tiling arrays ainsi que les techniques ultrarapides de séquençage des génomes et des ARN. Ces techniques ont en effet permis d’analyser l’ensemble des ARN transcrits d’une bactérie, après croissance dans de nombreuses conditions différentes, et ainsi de mettre en lumière le fait que les bactéries expriment un très grand nombre de transcrits qui ne codent pour aucune protéine, que l’on appelle ARN non codants, et dont on sait maintenant qu’ils peuvent jouer le rôle de régulateurs.

Leur nombre peut aller jusqu’à plusieurs centaines d’ARN non codants distincts par bactérie. Ces ARN non codants sont souvent le produit des régions appelées jusque-là « intergéniques ». Notons que cette dénomination, bien qu’encore utilisée, est devenue obsolète puisque les gènes des ARN non codants sont aussi importants pour la cellule bactérienne que les gènes codants.


Les ARN non codants


Les ARN non codants ont des tailles très variables allant d’une dizaine de nucléotides à des centaines ou même des milliers. Ils peuvent interagir très efficacement avec d’autres ARN ou même avec l’ADN, ainsi qu’avec des protéines. Ils agissent souvent comme des anti-sens, même si la complémentarité entre l’ARN non codant et sa cible n’est pas totale. Souvent, ils empêchent la traduction des ARN messagers en se fixant dans la région de démarrage de la traduction. Mais ils peuvent aussi stimuler la traduction en se fixant dans la région de l’ARN située en amont des gènes et changer sa structure et sa conformation de façon à stimuler la traduction des gènes, par exemple en déroulant une région qui était cachée et qui empêchait les ribosomes d’avoir accès à leur site d’action.

Les ARN non codants peuvent aussi se fixer à des protéines, les séquestrer et donc les empêcher d’agir. Cette situation est pour le moment beaucoup plus rare, mais très bien décrite par exemple dans le cas de la protéine CsrA qui est séquestrée par le petit ARN CsrB chez Escherichia coli, ainsi que chez de nombreuses autres bactéries à Gram négatif.

 

Les riboswitchs, des interrupteurs moléculaires

Il existe un type particulier d’ARN non codants qui fonctionnent comme de véritables interrupteurs : ce sont les riboswitchs. Un riboswitch est la partie de l’ARN située au début de certains ARN messagers. Lorsque celui-ci commence à être transcrit, ce riboswitch peut se replier de deux façons différentes selon qu’il fixe ou non son ligand spécifique. S’il fixe son ligand, alors l’ARN peut prendre une forme qui empêche soit la traduction de l’ARN messager (riboswitch traductionnel), soit, pour d’autres riboswitchs, la continuation de la transcription du gène situé en aval (riboswitch transcriptionnel). Dans le premier cas, il y a synthèse de tout l’ARN messager, mais ce message restera silencieux. Dans le deuxième cas, l’arrêt de la transcription mène à la synthèse d’un ARN qui est très court. S’il ne fixe pas le ligand, l’ARN est transcrit complètement. Et il est traduit complètement.

Très souvent, le ligand du riboswitch est un métabolite de la réaction catalysée par la protéine codée par l’ARN messager, ce qui conduit à

un mécanisme de rétro-inhibition directe. Les ligands des riboswitchs sont de natures très variées, depuis la S-adénosyl méthionine (SAM) jusqu’à des vitamines, B1 ou B12, ou à des métaux comme le magnésium ou des ARN de transfert.

Mais il y a des exceptions. Les riboswitchs ne régulent pas que des ARN messagers. Ils peuvent aussi réguler des ARN non codants. C’est ainsi que chez Listeria monocytogenes, un riboswitch à vitamine B12 contrôle un ARN non codant anti-sens à un gène codant pour le régulateur d’une série de gènes codant pour des enzymes utilisant le propane-diol, un composé présent dans l’intestin, produit de la fermentation de certains sucres par les bactéries commensales.

Ces enzymes ont besoin de la vitamine B12 pour fonctionner :

	− En présence de B12, le riboswitch mène à la synthèse d’un ARN court, n’empêchant pas la synthèse du régulateur PocR. Ce dernier peut alors être produit, activant ainsi la synthèse de gènes qui sont sous son contrôle.
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