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    Présentation

    
      Fièvres hémorragiques, fièvre jaune, hépatite B, maladie « de la
        vache folle », arbovirus, syndrome respiratoire aigu (SRAS), etc., ce
        livre vous propose de partir sur la piste des chercheurs qui, du début
        du XXe siècle à nos jours, ont
        consacré une bonne partie de leur vie à identifier les virus
        responsables de ces fléaux tristement célèbres. Chaque chapitre est une
        aventure, un récit haletant où vous ferez la connaissance aussi bien de
        virus redoutables que de personnalités hors du commun, caractérisées
        par leur ténacité, leurs intuitions scientifiques et également leur
        sens de l'aventure… Car ces conquérants des virus ont souvent dû
        exercer leurs talents dans des contrées inhospitalières, dans la
        brousse africaine, la forêt vierge d'Amérique du Sud ou
        encore des villages perdus de la Nouvelle-Guinée. Certains y ont laissé
        leur vie, plusieurs y ont gagné le prix Nobel.

    

    
      Virologiste et expert auprès de l'OMS, Jean-François
        Saluzzo est responsable du développement des vaccins contre
        les maladies virales émergentes dans un laboratoire
        pharmaceutique.

    

    
      Du suspens, de brillants succès, des drames : c'est le visage d'une
        science vivante et en action que cet ouvrage vous propose de
        découvrir. Après l'avoir lu, vous ne regardez plus les virologistes et
        leurs « virus » de la même façon...

    

  
    
       
       
       
       
    

    Avant-propos

    
      Virus et chasseurs de virus sont deux pierres angulaires de la virologie. Les virus sont souvent nichés au fin fond des forêts tropicales et, avant que l’homme ne vienne les chercher, rien ne les prédestine à de grands voyages. Quant aux chasseurs des virus, ils sont essentiellement connus pour les travaux qu’ils ont publiés dans de prestigieuses revues destinées à un public d’experts. Mais ce que ces publications ne présentent pas, ce sont les formidables aventures humaines qui se cachent derrière de nombreuses découvertes, qu’elles impliquent un seul homme ou une équipe entière…

      Ainsi, qui devinerait que l’une des étapes clés dans la découverte du premier virus responsable d’un cancer humain (le virus d’Epstein-Barr) a été l’acquisition d’un véhicule tout terrain qui a permis de réaliser un safari de 15 000 kilomètres à travers l’Afrique ? Qui imaginerait que, dans les années 1980 encore, des échantillons de redoutables virus voyageaient tout simplement en avion, sans précautions particulières et que certains se sont même perdus dans les méandres des aéroports ? Qui penserait que les débuts de la virologie ont été marqués par des expériences de transmission à l’homme d’agents infectieux potentiellement mortels et par de nombreux programmes de recherche « aux risques et périls du manipulateur » ? Qui imaginerait tout simplement qu’une fausse manœuvre — un chercheur blesse un poulet alors qu’il est en train de lui inoculer le virus de la grippe — se cache derrière la mise au point, en 1942, d’une technique qui a révolutionné la virologie (l’hémagglutination) ?

      C’est avec des histoires comme celles-là que je vous propose de revivre certaines des plus belles pages de la virologie, en découvrant quelques fameux chasseurs de virus et, bien sûr, l’objet de leur passion, à savoir les virus qu’ils poursuivaient.

      De quels virus parler ? Le choix a été des plus délicats. Dans un souci d’équilibre et afin de montrer que la virologie est une discipline très active où le présent concurrence souvent le passé, l’ouvrage aborde aussi bien de grandes viroses tristement célèbres que des maladies virales émergentes. Ainsi, nous parlerons de la fièvre jaune (chapitre 2), de l’hépatite B (chapitre 6) et de la variole (chapitre 11), mais nous n’oublierons par le virus West Nile (chapitre 5), le SRAS (chapitre 7) ou encore les maladies à prions (comme la maladie dite de la « vache folle », chapitre 9).

      Quant aux hommes, ma préférence est allée bien sûr aux chasseurs de virus tropicaux, avec qui j’ai partagé de nombreuses séances de « traques virales ». Nous les retrouverons en pleine forêt à la recherche du redoutable virus de la fièvre jaune (chapitre 3) ou aux trousses de virus responsables de terribles fièvres hémorragiques (virus Ebola, Machupo, Hantaan ; chapitre 4). Nous les verrons à l’œuvre parmi les tribus anthropophages de Nouvelle-Guinée, sur les traces de l’agent responsable du kuru (chapitre 9). Nous revivrons l’étonnant safari africain qui fut à l’origine de la découverte du virus d’Epstein-Barr (chapitre 8).

      En suivant les aventures de ces « cow-boys » de la virologie, nous pourrons apprécier leur courage et la difficulté physique de leur travail. Nous n’oublierons toutefois pas d’aller rendre visite à des virologistes travaillant dans les instituts de recherche modernes d’Europe, d’Asie et des États-Unis (chapitres 5, 6, 7, 9). Et que ce soit sous les tropiques ou dans ces laboratoires « high-tech », nous aurons l’occasion de battre en brèche l’image du scientifique enfermé dans sa tour d’ivoire : partout, les chercheurs sont avant tout des hommes, qui doivent faire face à des difficultés quotidiennes et dont les découvertes, parfois géniales, sont souvent imprévisibles.

      Enfin, l’histoire de la virologie est loin d’être terminée. D’un côté, il ne fait pas de doute que de nouvelles maladies virales attendent leur heure. De l’autre, les virus pourraient bien aussi apporter des solutions à certaines difficultés que rencontre aujourd’hui la médecine. Ainsi, nous verrons chapitre 10 que des virus mangeurs de bactéries (les bactériophages), décrits à l’Institut Pasteur en 1917 par Félix d’Hérelle — un personnage étonnant, à la fois autodidacte, aventurier, inventif — vont peut-être s’avérer d’un grand secours face aux bactéries multi-résistantes aux antibiotiques, dont la fréquence ne cesse de croître.

      C’est donc avec des sujets variés et complémentaires que je vous invite à faire connaissance avec les virus, sous un angle différent de l’alarmisme qui le plus souvent de rigueur lorsqu’il s’agit de parler de ces agents pathogènes. Le premier chapitre pose quelques éléments de base concernant l’histoire de l’étude des virus : comment a-t-on mis au jour les virus ? Quel fut le premier virus découvert ? Comment les virus ont-ils été étudiés alors que, jusque dans les années 1940, ils étaient invisibles ? Qui sont vraiment les virus ? Ensuite, chaque chapitre est le récit d’une aventure. Selon vos goûts et votre humeur, vous pouvez découvrir chacune d’elle dans l’ordre qu’il vous plaira. Et quel que soit le chemin que vous adopterez, mon souhait est qu’une fois l’ouvrage terminé, vous ayez une vision différente des virus, ceux que l’on appelle encore « les seuls prédateurs de l’homme ».

    

  
    
       
       
       
       
    

    Chapitre 1

    Ils ont découvert l’invisible

    
      À l’époque de Louis Pasteur, dans la seconde moitié du XIXe siècle, le mystère qui entourait de redoutables maladies infectieuses comme la peste, la typhoïde ou le choléra commence à se dissiper : à l’origine de ces fléaux millénaires, il y a des germes, c’est-à-dire de minuscules organismes que nous qualifierions aujourd’hui de bactéries.

      Les microbiologistes savent cultiver ces germes au laboratoire sur des milieux nutritifs et ils sont même capables de les observer sous le microscope, soit directement, soit après les avoir colorés. En outre, afin de stériliser notamment l’eau de boisson, Pasteur et son assistant Charles Chamberland ont développé des filtres en porcelaine dont les mailles sont suffisamment fines pour retenir ces micro-organismes pathogènes. Ces filtres (intégrés à des dispositifs de filtration aisément transportables) joueront un rôle déterminant dans la conquête de l’Algérie par l’armée française, car ils permettront de lutter efficacement contre la typhoïde qui, avant leur mise au point, décimait les troupes.

      Ces dispositifs vont également être à l’origine de la découverte d’agents infectieux d’un type nouveau : les agents dits filtrables, que nous appelons aujourd’hui les virus. Et contrairement à ce que l’on pourrait imaginer, ce n’est pas le virus de la rage qui fut le premier mis au jour, mais un virus des plantes : le virus de la mosaïque du tabac. Après avoir raconté l’histoire de cette découverte, nous donnerons un aperçu des trésors d’ingéniosité qu’ont dû déployer les virologistes pour étudier des agents infectieux que les plus puissants microscopes optiques étaient, jusqu’à l’aube des années 1940, incapables de voir.

    

    
      La découverte du premier virus

      Les plantations de tabac prennent naissance en Europe après la découverte des Amériques. À partir de la seconde moitié du XIXe siècle, la culture du tabac est élevée au rang d’activité industrielle dans divers pays, notamment la Hollande et la Russie. Mais une dramatique maladie va décimer ces cultures particulièrement profitables. Elle se traduit par l’apparition de taches brunâtres sur les feuilles, qui évoluent et forment des trous. Les feuilles de tabac sont ainsi rendues inutilisables. En 1879, Adolphe Mayer, agronome en charge d’une ferme expérimentale localisée à Wageningen, aux Pays-Bas, s’intéresse au problème. Il démontre que cette maladie est transmissible, mais ne conclue pas quant à la nature de l’agent infectieux. Il a essayé de filtrer cet agent à travers une double couche de tissu sans parvenir à trouver la moindre trace de bactéries sur le filtre. Adolphe Mayer finit par abandonner ses recherches. Il donne le nom de mosaïque du tabac à cette maladie transmissible.

      Quelques années plus tard, en Russie, le jeune biologiste Dimitri I. Ivanowsky lit le rapport établi par Mayer et décide de poursuivre ses travaux. Il parvient à transmettre la maladie avec un jus de feuilles de plantes malades préalablement passé au travers d’un filtre Chamberland-Pasteur. Lorsqu’il publie ces résultats, en 1892, Ivanowsky évoque le rôle d’une bactérie, mais, malgré tous ses efforts, il n’a pas été en mesure d’observer le germe au microscope. Il invoque alors l’action d’une substance toxique produite par une bactérie inconnue. À cette époque, il est vrai qu’Émile Roux et Alexandre Yersin, célèbres médecins et biologistes, ont découvert la toxine diphtérique, qu’ils définissent comme « un poison très actif élaboré par la bactérie Corynebacterium diphtheriae et qui est à l’origine de la diphtérie ».

      À ce stade de notre histoire, quittons la Russie pour la Hollande. Nous y retrouvons Martinus Willem Beijerinck, jeune professeur de microbiologie à l’école polytechnique de Delft, où il fait régner une véritable terreur parmi ses assistants, et plus particulièrement son secrétaire, Mr Koeke. Chaque matin, la première phrase que celui-ci prononce avec effroi est : « Comment est le Chef aujourd’hui ? » Un homme on ne peut plus antipathique, ce Beijerinck : le prototype du professeur tyrannique que l’on imagine à l’époque ! Misogyne, il débutait ses cours par un rituel « gentlemen and ladies », et lorsque l’on s’étonnait de son célibat prolongé, il répondait : « Un homme de Science ne se marie pas. »

      C’est en 1897 — il est alors âgé de 46 ans — que Beijerinck décide d’étudier la mosaïque du tabac. La première expérience qu’il réalise consiste à examiner au microscope le jus de feuilles d’une plante malade. Il n’observe aucun germe. Il tente alors de cultiver l’agent infectieux sur les milieux de culture bactériologiques de l’époque. Rien ne pousse. Il filtre le jus de feuilles infectées à travers un filtre de porcelaine et dépose le filtrat sur une feuille saine qui développe la maladie. L’expérience démontre donc que l’agent responsable de la mosaïque du tabac est transmissible après passage à travers un filtre… une conclusion qui rejoint celle des travaux antérieurs de Dimitri I. Ivanowsky.

      Mais Beijerinck va aller plus loin. Il transmet en série la maladie d’une plante infectée à des plantes saines vivantes après filtration d’un jus de feuilles malades. À ce stade, il conclut que si l’infectiosité était due à une toxine produite par une bactérie, cette dernière étant retenue par le filtre, elle ne pourrait plus être présente dans les filtrats successifs et excréter la toxine. Par conséquent, l’hypothèse d’une toxine bactérienne doit selon lui être exclue.

      Beijerinck publie ces observations en 1898. Pour qualifier cet agent infectieux capable de passer à travers les filtres retenant les bactéries, il parle de « contagium vivum fluidum », c’est-à-dire de « liquide vivant contagieux ». Ces résultats ont un énorme retentissement : à l’époque en effet, on ne concevait pas que des substances autres que du liquide ou des corps solubles (comme des toxines) puissent passer à travers les pores d’un filtre de porcelaine. Dans la publication qui décrit méticuleusement son travail, Beijerinck utilise les termes « virus » — un mot très ancien désignant, dès le XVe siècle, un poison, un venin — et « agent filtrable », qui seront ultérieurement associés pour donner naissance à celui de « virus filtrable ». La vision qu’a Beijerinck, dès 1898, du « liquide contagieux » qu’il a mis en évidence est très proche de la conception moderne des virus : il parle de molécule soluble, capable de se reproduire seulement en présence de cellules vivantes.

      Beijerinck mérite sans conteste le titre de découvreur du premier virus.

      Mais à peine ces résultats publiés, Ivanowsky, frustré de ne pas avoir vu ses travaux cités dans la publication de Beijerinck, réclame l’antériorité de la découverte. De façon surprenante, l’autoritaire Maître de Delft accepte cette chronologie, alors même qu’à cette époque, en 1898, Ivanoswky pense encore que la maladie de la mosaïque du tabac est due à une bactérie particulière !

      Finalement un tyran élégant et modeste, ce Beijerinck !

      Cette même année 1898, peu après la publication de Beijerinck, deux chercheurs Allemands, F. Loeffler et P. Frosch, découvrent le premier virus responsable d’une maladie animale touchant pour l’essentiel les bovidés : la fièvre aphteuse. Quant au premier virus responsable d’une maladie humaine, il est mis en évidence par Walter Reed en 1901 : il s’agit du virus de la fièvre jaune (voir chapitre suivant). La nature virale de tous ces agents infectieux a été établie selon la même démonstration expérimentale que celle imaginée par Beijerinck : filtration de l’agent sur un filtre de porcelaine puis inoculation à des animaux (fièvre aphteuse) ou, de façon dramatique, à l’homme (fièvre jaune).

      Et l’agent responsable de la rage ? Ce n’est qu’en 1903 que le docteur Remlinger prouve, à l’Institut Pasteur, son caractère ultrafiltrable. La même année, Émile Roux publie la liste des microbes filtrables qui sont alors identifiés : il y en a neuf. Un an plus tard, le nombre a doublé. Le terme de virus filtrable est définitivement accepté.

    

    
      Des animaux pour étudier l’invisible

      Jusqu’à ce que les premiers microscopes électroniques fassent leur apparition dans les laboratoires, dans les années 1940, les virus étaient invisibles et caractérisés seulement par leur capacité à traverser les mailles des filtres les plus fins (la première observation directe d’un virus date de 1939). On devine la frustration que devait représenter pour les microbiologistes du début du siècle l’impossibilité de visualiser ces agents infectieux ultrafiltrables, alors que dans le même temps, on s’en souvient, les bactéries étaient non seulement cultivées sur des milieux liquides ou solides, mais elles pouvaient également être observées directement sous le microscope optique. En outre, les bactériologistes avaient déjà développé toute une série de techniques de coloration permettant d’orienter l’identification de ces germes.

      Ce manque de moyens techniques permettant d’étudier les virus au laboratoire constitua un véritable frein à l’émergence de la virologie, qui ne prit réellement son envol que bien plus tard, dans les années 1950, lorsque les cultures de cellules se répandirent et permirent de multiplier en quantité importante ce type d’agents infectieux (voir plus loin). Avant que ce puissant outil ne soit mis au point, les virus ont été étudiés chez les animaux de laboratoire.

      Lorsque l’agent ultrafiltrable était responsable d’une maladie des animaux, on commençait par prélever du matériel infectieux chez un animal malade et on l’inoculait à un animal sain de la même espèce. Si l’on parvenait à reproduire de la sorte la maladie, on poursuivait les expériences de transmission — en langage de laboratoire, on réalisait des « passages » successifs — jusqu’à ce que l’agent infectieux induise une maladie aux caractéristiques uniformes et parfaitement reproductibles : on avait ainsi « adapté le virus ». S’il s’agissait d’une espèce animale difficile à manipuler ou onéreuse, on essayait de la remplacer par un animal de laboratoire, tel le lapin, en adaptant le virus à cette nouvelle espèce. Dans le cas d’une maladie qui touchait l’homme, on tentait d’abord d’adapter le virus au singe puis, si l’on y parvenait, à des animaux plus faciles à manipuler, tout particulièrement les souris. Ainsi, le virus de la fièvre jaune, dont l’agent infectieux fut découvert par transmission à des volontaires (voir chapitre suivant), a été adapté au singe, puis aux souris de laboratoire adultes et, enfin, aux souriceaux nouveau-nés.

      Si les agents ultrafiltrables n’étaient pas visibles au microscope, leur multiplication au sein d’un tissu chez un animal ne passait pas totalement inaperçue. Très tôt, les chercheurs remarquèrent que la prolifération du virus provoquait des altérations dans les cellules infectées. L’observation au microscope ne révélait pas la présence d’organismes parfaitement constitués, mais des lésions spécifiques. Par exemple, dans certaines zones du cerveau d’un animal mort de la rage, on découvrit des inclusions cellulaires, qui furent appelées corps de Negri (du nom de celui qui, en 1903, les a mis pour la première fois en évidence). La présence de ces corps permettait alors le diagnostic de la rage chez un animal suspect. De telles inclusions furent observées pour de nombreuses maladies virales et l’on ne s’étonnera pas de la profusion des noms qui leur furent donnés, en relation avec leur découvreur : corps de Pfeiffer pour la variole, corps de Guarnieri pour la vaccine, corps de Councilman pour la fièvre jaune.

      Ces corpuscules retrouvés dans les cellules infectées ont très vite intrigué les microbiologistes : de quoi pouvaient-ils bien s’agir ? Au vu des connaissances scientifiques en ce début de XXe siècle, notamment de la découverte des parasites tels les plasmodiums, une hypothèse s’est imposée : ils correspondaient à un stade de l’évolution d’un parasite intracellulaire. On sait de nos jours qu’il n’en est rien. Ces inclusions peuvent avoir des compositions différentes, qui elles sont toutes en relation avec la présence d’un virus. Ainsi, dans le cas des poxvirus responsables d’infection cutanées (variole, vaccine, etc.), les corpuscules correspondent à des amas de virus, mais pour ce qui est de la rage, les corps de Negri traduisent la réponse de la cellule face à l’agression virale. Ces altérations cellulaires étant caractéristiques d’une famille de virus, elles ont permis d’orienter le diagnostic virologique. Elles ont donc été d’un apport considérable pour l’étude des virus (cela devint encore plus vrai lorsqu’il fut possible de cultiver les virus sur des cellules).

      Adapter un virus à un animal de laboratoire était, nous l’avons dit, l’une des toutes premières étapes de l’étude de nombreux virus. Ce processus d’adaptation a été grandement facilité quand on a découvert qu’il était possible de multiplier les virus sur des œufs de poules embryonnés (c’est-à-dire fécondés). Cette découverte, nous la devons au docteur Goodpasture et à son assistante, le docteur Woodruff, du laboratoire de pathologie à la faculté de médecine Vanderbilt à Nashville (États-Unis). Dès 1920, Amédée Borrel employait, à l’Institut Pasteur, ce support pour multiplier des germes bactériens. Mais la technique n’avait alors pas été publiée. Un peu plus tard, dans les années 1930, le Dr Goodpasture eut à son tour l’idée d’utiliser des œufs embryonnés pour cultiver le virus de la variole aviaire (« fowlpox »). La technique était relativement simple.

      Les œufs étaient placés dans un incubateur, puis, dix à douze jours plus tard, ils en étaient retirés, la position de l’embryon était déterminée par un éclairage adapté et une partie de la coquille était retirée. On inoculait alors une solution contenant le virus à l’intérieur de l’œuf au moyen d’une seringue et l’on refermait l’ouverture par un verre de montre scellé avec de la paraffine. Il fallait ensuite résoudre deux grandes difficultés. Tout d’abord, les contaminations bactériennes : l’œuf lui-même représente un système clos parfaitement stérile, mais des germes peuvent être introduits par l’échantillon à analyser ou lors de l’inoculation. À cette époque en effet, on ne connaissait pas encore les antibiotiques et il était très difficile de réaliser ces opérations de façon totalement stérile. Second problème : il fallait être capable de visualiser la présence éventuelle du virus dans l’œuf. Comment Goodpasture et Woodruff ont-ils surmonté ces difficultés ?

      Ces deux chercheurs ont d’abord amélioré les techniques d’asepsie, notamment afin de s’assurer que l’échantillon à inoculer était parfaitement stérile. Quant à la visualisation du virus fowlpox, elle fut rendue possible par une idée géniale de Goodpasture. Il est parti du constat que les virus se multiplient préférentiellement dans des organes cibles, le cerveau pour celui de la poliomyélite ou le foie pour celui de la fièvre jaune par exemple (on parle aujourd’hui de tropisme cellulaire pour désigner cette propriété des virus). Le fowlpox, à l’instar des autres poxvirus, se multiplie sur la peau, provoquant les lésions cellulaires spécifiques dont nous avons parlé plus haut. Goodpasture proposa alors de cultiver le fowlpox sur les membranes des œufs. Rappelons que l’œuf fécondé comporte l’embryon, divers liquides qui assurent son alimentation ainsi que des membranes, parmi lesquelles la membrane chorioallantoïque ; c’est sur cette dernière que le Dr Woodruff observa, après inoculation du fowlpox, l’apparition de petites taches blanchâtres proéminentes. Il s’agissait du virus du fowlpox. Nous étions en 1931, la culture de virus dans les œufs embryonnés était née. Dès la publication de cette découverte, d’autres chercheurs confirmèrent la possibilité de multiplier divers virus sur les œufs embryonnés.

      La découverte était de taille, car on disposait désormais d’un outil simple se substituant aux animaux de laboratoire et aux coûteuses installations qui hébergeaient ces derniers. Un simple incubateur disposé au sein même du laboratoire permettait d’incuber plusieurs centaines d’œufs embryonnés en remplacement d’un nombre identique d’animaux. Quelques années plus tard, lorsque l’on demandera aux virologistes quelle a été la plus grande découverte des années 1930 pour leur discipline, c’est la culture des virus sur œufs embryonnés qu’ils placeront sur la première marche du podium, devant l’ultracentrifugation et la microscopie électronique (voir plus loin).

      La culture sur œufs embryonnés reste d’actualité. De nos jours, elle revêt même une importance particulière pour le virus de la grippe. En effet, soixante-dix ans après sa découverte, elle constitue le moyen le plus efficace pour produire en grande quantité ce virus, si bien qu’elle demeure, aujourd’hui encore, la technique de référence pour la préparation des vaccins antigrippe dans le monde.

    

    
      La découverte de la réponse de l’organisme face aux virus

      Puisqu’il n’était pas possible de visualiser les virus au microscope optique, les chercheurs ont essayé de détecter et de caractériser la réponse de l’organisme face à l’agression virale.

      Comment l’organisme se défend-il contre les germes ? On a dû attendre l’époque de Pasteur pour commencer à apporter des éléments de réponse à cette question. En 1890, en Allemagne, Emil Adolf Berhing réalisa l’expérience suivante : il mélangea des germes de la diphtérie (des bactéries) avec du sérum (que l’on obtient après avoir retiré tous les éléments cellulaires du sang, type globules rouges) provenant de cobayes immunisés contre cette maladie. Il injecta ce mélange à des animaux sensibles (non immunisés). Il constata que les animaux survivaient. Berhing en déduisit que le sérum des animaux immunisés contenait une substance capable de neutraliser l’agent infectieux, qu’il dénomma « antitoxine ». Il ouvrit ainsi la porte à la formulation de la théorie des anticorps, élaborée en 1900 par un autre chercheur allemand, Paul Ehrlich.

      C’est au docteur George Miller Sternberg que nous devons la mise en évidence de la production d’anticorps face à une agression non plus bactérienne, mais virale. Sternberg était médecin militaire aux États-Unis. Il réalisa une très brillante carrière puisqu’il finit ministre de la Santé. Il s’illustra lors de la guerre de Sécession, où il fut fait prisonnier à la bataille de Bull Run, mais réussit à s’évader. Consacrant une très grande partie de sa vie à ses activités militaires, il eut tout de même le temps de réaliser des études biologiques qui lui valurent le titre de « père de la microbiologie américaine ». C’est sous sa direction qu’une mission envoyée à Cuba, en 1900, montra que le moustique était le vecteur de la fièvre jaune (voir chapitre suivant).

      En 1892, Sternberg se proposa de réaliser une expérience similaire à celle de Berhing dans le cas d’une maladie virale. Il s’intéressait au virus de la vaccine. Il se rendit chez son ami le docteur Griffith, qui préparait alors du vaccin anti-variolique « sur flanc de génisse ». À cette époque en effet, ce vaccin était élaboré à partir des croûtes infectieuses induites par le virus de la vaccine, qui étaient récoltées sur le flanc préalablement rasé d’une jeune vache (voir chapitre 11).

      Sternberg vaccina un veau avec une préparation de ce type. Après quelque temps, il préleva un peu du sang de l’animal, puis il sépara le sérum des globules rouges. Il postula alors que ce sérum (dit immun) était capable de neutraliser le virus de la vaccine. Comment le prouva-t-il ? Il mélangea le virus avec le sérum immun et réalisa en parallèle une préparation témoin contenant un mélange du virus avec du sérum d’un animal non vacciné. Il inocula alors chacune de ces préparations à un animal. Il constata que la préparation témoin provoquait l’apparition sur la peau des lésions associées de manière caractéristique à la multiplication du virus de la vaccine, alors rien ne se passait avec le mélange virus + sérum immun. À l’instar de Berhing, il en déduisit que le sérum immun contenait des substances capables de neutraliser le virus de la vaccine. Sternberg venait ainsi de poser les bases du test de neutralisation, qui permettra par la suite d’identifier de façon précise les virus.

    

    
      Comment détecter et quantifier ce que même le microscope ne voit pas ?

      Dans les premières décennies du XXe siècle, les animaux permettaient la multiplication des virus au laboratoire. Mais il manquait encore aux chercheurs un outil essentiel : un outil qui permette de les détecter facilement et de les quantifier. Nous allons découvrir comment, dans les années 1940 et au tout début des années 1950, deux techniques essentielles furent mises au point à cet effet.

      En 1942, le docteur George Hirst travaille à New York. Comme beaucoup de chercheurs en virologie, il s’intéresse au virus de la grippe. Alors qu’il s’apprête à effectuer un prélèvement sur un poulet, son aiguille glisse et il blesse l’animal. Du sang s’écoule et se répand dans un flacon contenant ce virus. Hirst observe alors un phénomène surprenant : au lieu de sédimenter au fond du flacon, les globules rouges s’agglutinent au sein de la suspension virale. Cette observation fortuite va permettre à Hirst de mettre au point une nouvelle technique qui va révolutionner la virologie : l’hémagglutination.

      En effet, il s’est avéré que de nombreux virus possèdent cette propriété d’agglutination des globules rouges : virus de la grippe, poxvirus, virus de la rubéole et de nombreux arbovirus (virus transmis par les insectes, voir chapitre 3). L’hémagglutination permettra non seulement de détecter facilement et rapidement la présence des virus, mais également de quantifier le nombre de particules virales.

      « Souvenez-vous que dans les sciences d’observation, le hasard ne favorise que les esprits préparés », avait affirmé Louis Pasteur lors de l’inauguration de la faculté des sciences à Lille, le 7 décembre 1854. George Hirst était certainement un esprit bien préparé et nous pourrions en dire de même de Renato Dulbecco. Né en 1914, ce chercheur italien qui a émigré aux États-Unis en 1947 est considéré comme l’un des pères de la virologie moléculaire (il a reçu en 1975 le prix Nobel de médecine).

      Au début de sa carrière, il s’intéresse aux bactériophages (voir chapitre 10). Parmi les remarquables propriétés de ces virus mangeurs de bactéries, figure celle d’être facilement détectables : lorsque l’on dépose un « tapis » de bactéries sur un milieu de culture adéquat et que l’on rajoute des bactériophages, ces derniers infectent et tuent les bactéries. Là où le tapis bactérien est ainsi détruit, il se forme une zone translucide — une plage de lyse — facilement observable à l’œil nu. Dulbecco envisage de transposer cette approche aux virus. Dans le laboratoire californien où il travaille (Caltech), on ne connaît pas très bien les virus. Cette ignorance va être d’un grand secours pour Dulbecco, car le virus avec lequel il souhaite mener ses expériences est celui de l’encéphalite équine. On ne sait pas, dans ce laboratoire, combien cet agent pathogène est dangereux pour l’homme. Aussi, quand Dulbecco affirme que ce virus est inoffensif pour l’homme, on lui demande seulement de s’éloigner et, par précaution, de travailler dans un sous-sol…

      Pour réaliser son expérience, Dulbecco infecte une couche de cellules d’embryon de rat qu’il a déposées dans une boîte à fond plat. Il ajoute par-dessus une couche d’un gel d’agar nutritif afin d’empêcher les virus produits dans chaque cellule infectée de diffuser dans le reste de la boîte. Il lui reste à attendre l’apparition des fameuses plages de lyse. Les jours qui suivent sont pénibles : Dulbecco manifeste une grande impatience, il passe des heures à observer les boîtes, testant pour cela différents types d’éclairage. Mais au début, rien ne se passe. Puis, au bout de quelques jours, il détecte enfin la présence de trous, bien visibles sur le tapis cellulaire. C’est le succès pense-t-il…

      Il présente ses résultats à l’Académie des Sciences des États-Unis, mais une surprise l’attend. Lorsqu’il retourne dans son laboratoire, il ne parvient pas à reproduire ses premiers résultats. Les tentatives se succèdent, suivies autant d’échecs. Jamais il ne sera en mesure de revoir les jolies plages de lyse de sa première expérience ! La suite, c’est Dulbecco qui nous la livre dans son autobiographie : « La chance, comme cela arrive, m’aida. Un jour, tard dans l’après-midi, je sortis de chez moi et je commençai à marcher de long en large sur la pelouse pour me détendre. Mon attention fut par hasard attirée par l’état de l’herbe. La dernière fois que je l’avais observée, elle était toute verte, maintenant on y voyait des taches jaunâtres. Quelques mauvaises herbes s’y étaient infiltrées ; d’abord elles avaient été invisibles, car vertes comme le reste, puis elles étaient mortes à cause de la chaleur de l’été et, en jaunissant, elles étaient devenues repérables. Eurêka ! pensai-je. Les plages existent mais on ne les voit pas car il n’est pas facile de distinguer les cellules mortes des vivantes. Il faut une différence de couleur. Je retournai à mon laboratoire et, avec l’aide de mon assistant, nous identifiâmes un colorant qui imprégnait seulement les cellules vivantes et nous le mîmes au contact des cultures de cellules. Le lendemain, on pouvait voir des plages de lyse très nettes, de vrais trous dans la couche rougeâtre, comme celles des bactériophages. Quel soulagement. »

      Ainsi est née, en 1951, une autre technique virologique absolument essentielle. À l’instar de l’hémagglutination, elle permettait non seulement de détecter des virus, mais surtout de les quantifier et de façon très précise. En effet, chaque plage de lyse (chaque trou) correspond à une particule virale : celle-ci a infecté une cellule, elle s’y est multipliée, la cellule a été détruite et de nombreuses particules virales ont été libérées, qui ont à leur tour infecté les cellules voisines et ainsi de suite, jusqu’à former un petit foyer bien visible. Par conséquent, pour compter le nombre de particule virale dans une solution donnée, il suffit de la diluer, de l’inoculer sur un tapis cellulaire… et de compter les plages de lyse.

      Les retombées de cette approche expérimentale ne se sont pas arrêtées là. En effet, en analysant les différentes plages de lyse, on s’est aperçu que les virus que chacune d’entre elles contenait pouvaient être différents les uns des autres. On a ainsi montré que, pour un virus donné, il existe une grande diversité : un virus est en fait constitué d’une multitude de sous-populations virales qui présentent des différences souvent importantes les unes par rapport aux autres (les Anglo-Saxons leur ont donné le nom de « quasispecies »). C’est grâce aux plages de lyse qu’Albert Sabin a pu isoler des sous-populations du virus de la poliomyélite qui s’avérèrent non pathogènes pour l’homme, permettant la mise au point, dans les années 1950, du vaccin vivant atténuée anti-polio. Et aujourd’hui encore, la sélection de sous-populations virales par la méthode des plages de lyse est une approche toujours à l’œuvre, en particulier pour la mise au point de « candidats vaccins ».

    

    
      Ils ont vu les virus, mais…

      Détecter les virus, les cultiver, les quantifier, caractériser la réponse de l’organisme à une infection… tout cela ne suffisait au bonheur des virologistes à mi-chemin du XXe siècle, et ce pour deux raisons.

      Tout d’abord, ils attendaient de pouvoir observer directement un virus. De ce point de vue, ce sont les physiciens qui vont apporter une contribution majeure à la virologie grâce aux appareils sophistiqués qu’ils ont conçus : les ultracentrifugeuses vont permettre de purifier les virus et, avec le microscope électronique, mis au point par des physiciens allemands au début des années 1930, les chercheurs pourront enfin visualiser ces fameux agents ultrafiltrables.

      Quel fut le premier virus ainsi observé ? C’est notre vieil ami le virus de la mosaïque du tabac, qui a été décrit en 1939 par trois physiciens allemands (G. A. Kausche, E. Pfankuch et H. Ruska). À quoi ressemble-t-il ? Il se présente sous la forme d’un long bâtonnet. Plus impressionnante fut l’observation, en 1941, d’un bactériophage (virus qui infecte les bactéries, voir chapitre 10), avec une « tête de têtard » et un corps effilé. Ces avancées technologiques ont ouvert la voie à l’étude de la structure des virus. Il devint possible de les classer en fonction de la nature de leur acide nucléique (on distingua ainsi les virus à ADN et les virus à ARN), de la présence d’une enveloppe (les virus enveloppés en possèdent une, au contraire des virus nus) et de leur forme. En 1957, le futur prix Nobel de médecine André Lwoff fut ainsi en mesure de formuler la première définition scientifique des virus fondée sur leur structure physico-chimique.

      Malgré ces progrès spectaculaires, une difficulté demeurait : comment produire des quantités importantes de virus, afin notamment de préparer des vaccins ? C’est le second problème sur lequel butaient les virologistes. Au début des années 1950, on ne possédait que quelques vaccins contre les maladies virales humaines, tous produits sur des animaux : « sur flanc de génisse » pour le vieux vaccin contre la variole, sur cerveau d’animaux (moutons puis souriceaux) pour le vaccin contre la rage, sur des œufs de poule embryonnés pour le vaccin contre la fièvre jaune et les premiers vaccins anti-grippaux. Un bilan bien modeste, alors que les besoins en nouveaux vaccins se faisaient cruellement sentir, en particulier pour lutter contre la poliomyélite. Le virus responsable de ce véritable fléau du monde industrialisé avait été mis au jour en 1908 par Karl Lansteiner (lauréat du prix Nobel de médecine 1930 pour la découverte des groupes sanguins), mais quarante ans plus tard, il n’y avait toujours pas de vaccin. Raison principale : l’impossibilité d’obtenir le virus en quantité suffisante (à cette époque les candidats vaccin contre cette maladie étaient tous préparés à partir de cerveau de singe infecté par le virus).

      C’est justement en étudiant le virus de la poliomyélite que, dans les années 1950, trois chercheurs ont révolutionné la virologie. Ils ont tout simplement eu l’idée de cultiver ce virus sur des cellules de rein de singe. Mais avant de conter cette belle aventure, effectuons un retour en arrière dans le temps. En effet, bien avant qu’elle ne soit mise à profit par les virologistes, l’idée de cultiver des cellules avait germé dans l’esprit des biologistes…

    

    
      Révolution en virologie : la culture des virus sur cellules

      En 1907, Ross Harrison, un embryologiste qui travaille à l’université américaine John-Hopkins, parvient à faire croître in vitro des fibres nerveuses d’embryons de grenouille en les déposant sur un support de verre en présence d’un milieu nutritif. Ainsi est née ce qu’on appelle alors la culture des tissus. La nouvelle fait grand bruit puisque, dès cette époque, on voit là une possibilité de restaurer les tissus lésés. Harrison est proposé pour le prix Nobel en 1917, mais en raison de la guerre, la récompense n’est pas décernée cette année-là. Dans la foulée de ces travaux précurseurs, entre en scène l’acteur principal du développement des cultures cellulaires : Alexis Carrel, un personnage des plus contestés en raison de l’eugénisme qu’il a prôné dans L’homme cet inconnu, ouvrage publié en 1935.

      Né en 1873 à Sainte-Foy-lès-Lyon, ce médecin deviendra en 1912 le premier prix Nobel de médecine… américain. On devine son parcours : trop à l’étroit dans le milieu hospitalier lyonnais, il quitte la France pour l’Amérique du Nord. Il envisage d’acheter un ranch au Canada, puis, finalement, retourne à la médecine, à New York. Rapidement, Carrel s’impose. Aussi, lorsque la fondation Rockefeller est créée, il est appelé par son directeur, Simon Flexner. Il y côtoie les plus grands noms de la recherche biomédicale de l’époque. Ses travaux en chirurgie vasculaire deviennent très vite une référence et ils sont récompensés par le comité Nobel en 1912 : Carrel a obtenu des résultats spectaculaires, réussissant, grâce à des réparations vasculaires parfaites, de nombreuses transplantations d’organes.

      Par la suite, Carrel poursuit ses recherches dans de nombreux domaines, notamment celui des cultures de tissu. Très tôt, il a connaissance de l’approche mise au point par Harrison et envoie l’un de ses collaborateurs, M. T. Burrows, s’initier auprès de ce dernier. Carrel va ensuite modifier de façon significative la technique de Harrisson. Comme support de culture, il utilise des lames particulières, dont la partie centrale contient une petite cavité, ainsi que des lamelles de verre ou de mica qui doivent servir à recouvrir la préparation. La culture est réalisée à partir de fragments de tissu, en particulier de cœur embryonnaire de poulet. Au fond de la cavité, il dispose l’échantillon tissulaire (grand de quelques fractions de millimètres à peine) au sein d’une goutte de plasma recueilli chez des oiseaux (coq ou poulet), puis il ajoute un milieu nutritif préparé à partir d’un broyat d’embryon de poulet. En quelques secondes, le plasma coagule et le fragment de cœur se trouve ainsi enfermé dans un petit caillot sur lequel la lamelle est alors disposée, formant ainsi une chambre humide. Le tout est placé dans une étuve à 37 °C. Le matériel doit être, bien entendu, parfaitement stérile ; de même, les différentes opérations techniques sont effectuées dans des conditions aussi aseptiques que possible. Cette technique est qualifiée de « culture en goutte pendante ». Les jours suivants, Carrel observe des cellules qui sortent du fragment de tissu et se dispersent dans la cavité en se multipliant. Mais rapidement, elles souffrent d’une accumulation de substances toxiques dans le milieu de culture. Carrel apporte alors une solution originale à ce problème.

      Il décide de découper le fragment de tissu, de le laver et d’en transférer une partie dans une nouvelle lame, dans les conditions de culture identiques : il effectue ainsi un repiquage. De la sorte, les cellules recommencent à se multiplier et, en répétant l’opération, on les maintient en vie. Ces repiquages successifs sont également réalisés dans des conditions permettant d’assurer une asepsie totale ; Carrel met ici à profit son expérience de chirurgien : les techniciens sont équipés d’une blouse, d’une cagoule et de bottes en tissu. La complexité de la technique, le mystère qui entoure certains des gestes qu’elle implique, la nécessité de conditions de travail parfaitement aseptiques, tout cela fait que nombre de chercheurs sont découragés de se lancer dans l’aventure des cultures de tissu. Carrel est alors le véritable gourou en la matière. Pourtant, à la veille de la Seconde Guerre mondiale, après une trentaine d’années de recherches, la culture de tissu est loin d’avoir donné les résultats escomptés en terme d’applications pratiques, notamment pour la réparation de tissus abîmés chez l’homme.

      Retournons maintenant à l’aube des années 1950, où de nombreux chercheurs se passionnent pour la mise au point d’un vaccin contre la poliomyélite. À cette époque, un dogme s’est imposé : le virus responsable de cette maladie ne se multiplie que dans les cellules nerveuses et la méthode la plus usuelle pour obtenir cette multiplication au laboratoire est, nous l’avons dit, l’inoculation dans le cerveau de singes. C’est à ce stade de l’histoire que va intervenir un trio de chercheurs de la prestigieuse université de Harvard, aux États-Unis : John Enders, Thomas Weller et Frederick Robbins.

      Si Enders est alors un scientifique chevronné, on ne peut pas en dire autant des deux autres, qui ont rejoint le laboratoire grâce à une bourse de courte durée. Dès son arrivée, Robbins précise à son patron (John Enders), qu’il ne souhaite surtout pas travailler sur la poliomyélite. Son intérêt le porte plutôt vers les virus responsables des diarrhées, qu’il tente d’isoler sur des cellules d’intestin. Quant à Weller, il est à l’œuvre sur différents projets, notamment la culture du virus de la varicelle sur des cellules de prépuce humain. La technique de culture employée par les chercheurs est des plus rudimentaires par rapport à ce que nous connaissons de nos jours : le fragment de tissu humain est déposé dans un tube, où il reste en suspension au sein d’un milieu nutritif (changé tous les quatre jours) dans lequel on a ajouté l’échantillon susceptible de contenir un virus. Mais par rapport à l’époque héroïque de Carrel, un pas décisif a été franchi : on dispose d’antibiotiques (pénicilline et streptomycine) qui facilitent le maintien de la stérilité des cultures, en particulier pour la recherche de virus dans les selles.

      Nous sommes en mars 1948. Robbins raconte : « Je n’arrivais pas à multiplier les virus. J’en fais part au patron en lui indiquant qu’il fallait que j’essaie un autre virus. » Enders lui répond : « Je me demande si nous ne devrions pas essayer le virus de la poliomyélite. Après tout, dans l’infection chez l’homme, le virus se multiplie dans l’intestin, alors pourquoi pas dans tes cellules intestinales de souris. »

      L’idée paraît logique à Robbins, qui récupère le virus dans le congélateur et l’inocule aux cellules intestinales de souris. Il propose à Weller d’en faire de même sur les différentes cellules embryonnaires humaines qu’il manipule. Résultat : dans ces cellules embryonnaires (mais pas dans les cellules intestinales), le virus de la poliomyélite(1) se multiplie. Une véritable révolution dans le monde des virologistes : pour la première fois, le trio de Harvard a donc réussi à obtenir une multiplication de ce virus dans des tissus non nerveux !

      Les trois chercheurs ont également fait une autre découverte. Ils ont utilisé des milieux de culture contenant un colorant, le rouge de phénol, qui devient orange puis jaune sous l’effet de la production de composés acides par les cellules qui se multiplient. Comme on pouvait s’y attendre, quand les cellules sont effectivement infectées par le virus, elles sont détruites et le milieu reste coloré en rouge ; inversement, le milieu de culture de cellules non infectées devient jaune. Cette simple visualisation de la couleur du milieu permet de déterminer la présence ou non du virus de la poliomyélite dans un échantillon et, mieux, de quantifier le nombre de particules virales qu’il contient, autant d’opérations qui, jusqu’alors, impliquaient l’inoculation du virus à des dizaines d’animaux.

      Le 28 janvier 1949, Enders, Weller et Robbins publient ces résultats dans la revue Science. Dans la conclusion de l’article, ils mettent l’accent sur deux retombées majeures de leurs travaux : primo, ils ont démontré que le virus de la poliomyélite peut se multiplier sur des cellules non nerveuses et que cette multiplication s’accompagne de lésions cellulaires importantes aboutissant à la mort ; deuzio, il est désormais possible de détecter simplement la présence de ce virus grâce au système de culture cellulaire qu’ils ont mis au point. Rapidement, nos trois virologistes adaptent le virus de la poliomyélite à la culture sur des cellules de rein de singe, un support très en vogue à l’époque. Enders observe pour la première fois la destruction des cellules de rein de singe infectées par le virus de la poliomyélite ; il parle d’« effet cytopathogène » du virus. Le terme va très vite intégrer le jargon des virologues sous l’acronyme « ECP ». À ce stade de l’histoire, un an a passé depuis l’arrivée de Frederick Robbins dans le laboratoire de John Enders et sa bourse est parvenue à son terme. Comme on l’imagine, le jeune chercheur obtient sans peine la prolongation de son financement…

      Avec ces avancées, le développement du vaccin contre la poliomyélite n’est plus très loin. C’est Jonas Salk et Albert Sabin qui, aux États-Unis, s’engagent sur la voie de la production en masse du virus sur des cellules de rein de singe et, en quelques années, le vaccin est mis au point. Enders, Weller et Robbins seront récompensés en 1954 par le prix Nobel de médecine pour leurs travaux sur la culture des virus sur cellules.

      Dans la foulée de ces différentes découvertes, la culture cellulaire va progresser rapidement.

      Tout d’abord, des milieux de culture de composition bien définie et constante sont développés par les industriels. En outre, le plastique supplante le verre pour les supports de culture et l’on découvre la possibilité de séparer les cellules d’une culture grâce à une enzyme, la trypsine.

      Ensuite, des lignées de cellules cancéreuses humaines (dites hétéroploïdes ; les cellules HeLa sont l’une des lignées de ce type les plus employées) ayant acquis une immortalité biologique font leur apparition. Elles sont immortelles car, en raison de leur caractère cancéreux, elles sont capables de se multiplier indéfiniment in vitro, au contraire des cellules dites primaires mentionnées jusque-là (comme les cellules de rein de singe, qui n’ont qu’une durée de vie très limitée in vitro).

      Enfin, dans les années 1960, après les cellules transformées et les cellules primaires, un troisième outil de culture cellulaire est mis au point par Leonard Hayflick. Ce jeune chercheur au prestigieux Institut Wistar à Philadelphie constate que des cellules fibroblastiques(2) de fœtus humains (obtenus suite à des avortements thérapeutiques) se multiplient efficacement dans un flacon en verre en présence d’un milieu de culture approprié. Mieux : lorsque l’on a obtenu un nombre suffisant de cellules, le contenu d’un flacon peut être réparti dans deux autres flacons et l’on obtient ainsi une nouvelle phase de multiplication des cellules in vitro (en jargon technique, on dit que l’on a réalisé un « passage »). De la sorte, on peut ainsi doubler régulièrement le nombre de cellules en culture ; ainsi, après 10 passages, on a multiplié le nombre de cellules initiales par 210. L’examen des chromosomes cellulaires ne révèle en outre aucune anomalie : contrairement aux lignées de cellules cancéreuses, les cellules sont ici restées identiques aux cellules initiales, c’est-à-dire qu’elles sont diploïdes (elles possèdent deux jeux de chromosomes homologues). Mais il y a une limite : après une cinquantaine de passages, Hayflick observe une dégradation de l’état des cellules puis leur mort progressive (phase de sénescence). Il montre toutefois qu’il est possible de conserver dans des ampoules maintenues à très basse température (dans l’azote liquide, à — 196 °C) des cellules fibroblastiques embryonnaires ayant subi un petit nombre de passages (il fabrique ainsi ce qu’on appelle une banque de cellules) ; en décongelant une ampoule, on peut propager de nouveau les cellules en fonction des besoins. Pour finir, il établit que ces cellules sont très sensibles à de nombreux virus, notamment celui de la poliomyélite. La découverte est de taille et l’article dans lequel Hayflick publie, en 1961, toutes ces observations, est aujourd’hui l’un des plus souvent cités dans la littérature scientifique.

      Dans la suite des années 1960, les cultures cellulaires (hétéroploïdes et diploïdes) vont enfin s’imposer dans de nombreux domaines (biotechnologie, recherche biomédicale, virologie) et tout particulièrement pour la production industrielle des vaccins. De nos jours, c’est de la sorte que sont fabriqués les vaccins contre la poliomyélite, la rage, la rubéole, la rougeole, les oreillons, la varicelle, l’hépatite A ou encore l’encéphalite japonaise. Seuls deux vaccins sont toujours produits sur œufs embryonnés : les vaccins anti-grippe et anti-fièvre jaune.

    

    
      Les virus : des témoins de l’aube de la vie ?

      Les récits qui précèdent nous ont permis de faire connaissance avec les tout premiers virologistes et de découvrir les trésors d’ingéniosité que ces pionniers devaient déployer pour cultiver, détecter et quantifier les virus qu’ils mettaient au jour. Ils nous ont aussi montré comment, avant même que l’on puisse observer ces mystérieux agents infectieux, on avait en partie caractérisé la réponse de l’organisme face à une infection virale. Ils nous ont appris qu’entre la fin des années 1930 et les années 1960, des avancées scientifiques et techniques ont permis de voir enfin les virus, de les caractériser et, par conséquent, de les classer en famille, genre et espèce. Enfin, nous avons découvert comment les progrès de la culture cellulaire ont rendu possible la production de virus en grande quantité et la mise au point de différents vaccins. Posons-nous maintenant une question : biologiquement parlant, qu’est-ce qu’un virus ? Cette interrogation toute simple est au cœur de passionnants débats scientifiques dont nous présenterons, en guise de conclusion de ce premier chapitre, un petit échantillon.
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