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A NOUVEAU MILLENAIRE
NOUVELLE MICROBIOLOGIE ?

aut-il encore en 2001 proposer
F un titre accrocheur pour attirer

I’attention de la communauté
scientifique sur la microbiologie ?
Cette discipline fait-elle toujours figu-
re de parent pauvre face aux disci-
plines reines comme la biologie cel-
lulaire, la biologie du développement
et la neurobiologie ? Etant toujours
dans le doute, j’y ai cédé... probable-
ment & tort...

Il N’y a pas de nouvelle
microbiologie

mais une microbiologie
qui se renouvelle

Il'y a, semble-t-il, deux manieres de
faire reconnaitre la microbiologie,
I’'une défensive, ressassant a qui veut
encore I’entendre d’évidentes ritour-
nelles telles : « la biologie moléculai-
re et I'immunologie sont nées de la
microbiologie », « on connait a peine
1 % des especes bactériennes existant
sur la planéte », « les maladies infec-
tieuses causent le tiers des déces
observés dans le monde, d’anciennes
ré-émergent et de nouvelles émer-
gent », etc. Ces arguments ont un
impact sur les médias, le public et
parfois les politiques, peu sur les
scientifiques eux-mémes, particulie-
rement sur les jeunes face a leurs
choix de carriére. Il existe une autre
maniére, appelons-la offensive,
consistant pour les microbiologistes
eux-mémes a faire la preuve qu’ils
renouvellent leur discipline et savent
la rendre attractive. Cette « nouvelle
microbiologie », évidente pour qui
suit la littérature spécialisée, a claire-
ment montré son visage a I’occasion
de la réponse aux récents appels
d’offres du Programme de recherche
fondamentale en microbiologie,
maladies infectieuses et parasitaires
du ministere de la Recherche*. C’est
la démonstration d’une microbiolo-
gie créative, dynamique, pragma-
tique, concréte, ouverte aux autres
disciplines fondamentales, s’en nour-

rissant et leur fournissant réciproque-
ment outils et modéles pertinents
d’étude. C’est de sa capacité extraor-
dinaire d’absorption des autres disci-
plines fondamentales : génomique,
biologie structurale, biologie cellulai-
re, immunologie, que la microbiolo-
gie tire son actuelle vitalité. C’est en
résumé dans I'ouverture et la trans-
disciplinarité que la microbiologie,
au lieu de perdre son identité, a trou-
vé les germes de sa renaissance.
Exemple & mdarir...

Le paradigme
de la pathogeénicité
des infections bactériennes

S’il est un domaine caractéristique de
cette « nouvelle microbiologie »,
c’est celui de I’étude de la pathogéni-
cité microbienne, particulierement
bactérienne qui a, en I’espace de
25 ans, subi plusieurs évolutions
(révolutions ?) [1]. Partant d’une
approche essentiellement descripti-
ve, reposant sur I’analyse de modeéles
animaux d’infection, elle a intégré,
dés la fin des années 1970, la biologie
moléculaire. Ce furent le clonage des
genes de capsules, de toxines, de fac-
teurs d’adhérence, d’invasion et de
survie intracellulaire, la reconnais-
sance de leur localisation sur des
plasmides, des bactériophages, voire
méme en bloc sur le chromosome,
préfigurant le concept a venir d’Tlots
de pathogénicité (PAI), la produc-
tion de mutants et leur complémen-
tation, la réactualisation des postulats
de Koch, pour I’occasion rebaptisés
postulats moléculaires de Koch [2].

La physiopathologie moléculaire des
infections était apparue, mais la
diversité de mutants et transformants
engendrés dans un nombre croissant
d’espéces pathogénes n’était plus a
I’échelle d’une analyse in vivo. Ainsi,

* Philippe Sansonetti est président du comité scienti-
fique du programme de recherche fondamentale en mi-
crobiologie, maladies infectieuses et parasitaires.
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dés le milieu des années 1980, une
course s’engagea pour mettre au
point une batterie de modéles cellu-
laires, cette approche in vitro s’avé-
rant plus compatible avec le criblage
de banques de plusieurs milliers de
clones, quitte a revenir secondaire-
ment a des études in vivo. Durant cet-
te méme période, il est clairement
apparu que I’expression des génes de
virulence était trés étroitement
réglée dans le temps et I’espace, par-
ticulierement sous I’influence de
conditions correspondant a I’envi-
ronnement du micro-organisme au
sein de I’hote (température, pH,
osmolarité, concentration de certains
ions). On développa méme des tech-
niques permettant d’identifier des
génes sélectivement exprimés in vivo
[3]. Un peu plus tard devait appa-
raitre la notion de guorum sensing dans
le cadre duquel la bactérie regle
I’expression de certains de ses genes,
y compris de pathogénicité, en fonc-
tion de la perception de sa propre
densité au sein d’une niche donnée
[4]. La pathogénicité n’était donc
pas seulement affaire de genes de
virulence, elle était aussi hiérarchisa-
tion et orchestration de leur expres-
sion, évitant une cacophonie pénali-
sante pour une manifestation
optimale du pouvoir pathogéne.
Mieux vaut ne pas commencer par
tuer la cellule dans laquelle on doit
élire domicile...

L’observation quotidienne de I'inter-
action microbes-cellules afin d’analy-
ser le phénotype des mutants étudiés
mena vers la fin des années 1980 a
préter une attention croissante a la
biologie de la cellule cible elle-méme
[5]. L’introduction de I’observation
par microscopie confocale de « I'inter-
face microbe-cellule », aprés marqua-
ge du microbe et de composants cel-
lulaires par des sondes fluorescentes,
fut soudain comme I’ouverture d’un
atlas de biologie cellulaire. Avec I'aide
de collégues toxinologistes qui « flir-
taient » depuis des années avec la bio-
logie cellulaire, puis de biologistes cel-
lulaires motivés parfois par la
recherche chez les procaryotes
d’outils innovants pour I'analyse des
eucaryotes, la description devint analy-
se et ce qui avait commencé comme la
mise au point de modéles simples

=seeeees  d’interaction in vitro afin de faciliter le

688

criblage de mutants/transformants,
devint analyse approfondie, morpho-
logique, génétique et biochimique,
des interactions entre effecteurs
microbiens et récepteurs cellulaires.
Les pathogénes invasifs qui ont déve-
loppé un programme exhaustif
d’interactions avec les cellules euca-
ryotes jouérent de fait un réle moteur
dans I’évolution de cette approche. La
symbiose microbiologie-biologie cellu-
laire s’était faite, la microbiologie cel-
lulaire était née [6].

Dés le début des années 1990, la
situation avait donc considérable-
ment évolué, on avait acquis un sens
de ce que représentait la pathogéni-
cité en termes génétiques et molécu-
laires, on avait réalisé le role essentiel
du transfert horizontal de blocs de
génes dans la « construction d’un
pathogene » [7], notion qui allait
étre spectaculairement confirmée et
amplifiée par la séquence compléte
et I'annotation du génome de plu-
sieurs de ces pathogenes, on avait
compris qu’un pathogene ne se
manifestait comme tel que parce
gu’il était capable de percevoir son
environnement et de s’y adapter, on
avait enfin amené I’analyse de I'infec-
tion a un niveau de définition et de
résolution jamais atteint, grace a
I’introduction de la biologie cellulai-
re. Durant les années 1990, ces diffé-
rents secteurs n’ont fait que s’ampli-
fier avec une analyse toujours plus en
profondeur des mécanismes molécu-
laires de signalisation et une large
extension du spectre des micro-orga-
nismes analysés : pathogénes de
mammiféres, d’insectes, de plantes.
L’outil moléculaire et la communau-
té de certains mécanismes de patho-
genicité avaient aussi contribué a rap-
procher des secteurs et des acteurs
de la microbiologie qui, antérieure-
ment, ne se fréquentaient guére.

I Et maintenant ?

L’avenir ne se prédit heureusement
pas en sciences, pas méme en micro-
biologie... Il est en revanche intéres-
sant de tenter d’identifier les mouve-
ments qui sous-tendront les progres a
venir. Loin de I’exhaustivité, six
grands défis peuvent étre proposes :
intégrer la génomique, ou comment
gérer la quantité ? Intégrer plus

encore les approches fondamentales,
ou comment gérer la transition vers
une microbiologie subcellulaire ?
Sortir de I'in vitro réductionniste et
aller vers I'in vivo, ou comment gérer
la transition vers une microbiologie
tissulaire ? Intégrer plus avant I’étude
de la réponse de I’hote et développer
I’étude des bases génétiques et molé-
culaires de sa sensibilité/résistance
aux infections, ou comment aborder
la diversité ? Elargir les recherches a
I’étude du mode de vie environne-
mental des pathogenes, ou comment
analyser la globalité ? Etudier «en
miroir » les micro-organismes ayant
un effet bénéfique sur I’hdte, ou
comment analyser symbiose et com-
mensalisme ?

Pathogénicité et post-génome

Nous avions jusqu’a présent procédé
a une chasse a I'information géné-
tique, nous pressentons que de chas-
seurs, nous sommes devenus gibiers
d’un fantastique systeme a produire
de I'information qui nous poursuit et
nous obséde ; en effet, la séquence et
I’annotation des génomes d’un
nombre croissant de pathogénes,
mais aussi de leurs ho6tes naturels,
vecteurs ou modeles (homme, souris,
moustique, plante/Arabidopsis), les
techniques de la génomique, en par-
ticulier I’étude des transcriptomes et
protéomes des pathogénes et de
leurs hétes «au repos » et en situa-
tion d’infection, I'utilisation de tech-
niques tel le double hybride a I’éche-
lon génomique appliquées a la
recherche de cibles eucaryotes
d’effecteurs microbiens, engendrent
une masse d’information jamais jus-
qu’alors disponible et méme si les
approches in silico se développent de
facon spectaculaire, cette bio-infor-
matique n’éliminera pas la nécessité
de valider les données obtenues dans
des modeéles biologiques pertinents
in vitro et in vivo. Serons-nous en
mesure d’organiser et d’utiliser
autant d’informations et de les insé-
rer dans de grands schémas de
pathogénicité ? La réponse ne peut
étre que positive, I'originalité et la
créeativité scientifiques, par touches
successives, composeront ce nouveau
paysage, le temps et les avancées
technologiques feront le reste.
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Transition
vers la microbiologie subcellulaire

Une partie du succes résidera dans
notre capacité d’identifier efficace-
ment les cibles eucaryotes des effec-
teurs microbiens. La connaissance
croissante des composants structu-
raux et de signalisation eucaryotes
engagés dans la motilité cellulaire,
dans le trafic et la maturation des
compartiments intracellulaires, dans
les voies de signalisation contrélant
le cycle ou la mort cellulaire, dans la
transcription et les voies de signalisa-
tion impliquées dans le développe-
ment augmentent nos chances
d’identifier les cibles pertinentes des
effecteurs microbiens. Le développe-
ment de systémes rapides d’analyse in
vitro permettant d’identifier activa-
tion ou inactivation de ces cibles
potentielles sera essentiel. Une autre
clé du succés résidera dans notre
capacité de décrypter le détail des
interactions moléculaires engagées
entre les effecteurs bactériens et
leurs cibles eucaryotes. Pour ce faire,
la biologie structurale, déja large-
ment utilisée pour I'analyse des rap-
ports structure-fonction des toxines,
devra s’intégrer de fagon routiniére
dans nos approches.

Transition
vers la microbiologie tissulaire

Il 'y a aussi loin de la microbiologie
cellulaire a la microbiologie tissulaire
que de I'infection a la maladie infec-
tieuse. Comment combler I’espace
qui les sépare ? Beaucoup a d’ores et
déja été fait du c6té des procaryotes,
particulierement par la mise au point
de méthodes de criblage négatif de
mutants comme la méthode de signa-
ture tagged mutagenesis (STM [8]).
Beaucoup reste a faire du cété de
I’héte. Le probleme n’est pas simple-
ment technique, il est aussi culturel,
conceptuel et éthique. Il ne peut y
avoir d’appréhension de la globalité
d’un processus infectieux sans une
approche physiologique et transdisci-
plinaire, sans un raisonnement de
médecine expérimentale. C’est & une
synthese de I’héritage de Pasteur,
Koch, Metchnikov, Erlich et Claude
Bernard qu’il convient de nous livrer,
deux handicaps majeurs entravant

m/s n° 6-7, vol. 17, juin-juillet 2001

actuellement son obtention : I'insuffi-
sance de I’enseighement et de la pra-
tique de la physiologie et, liee ou
non, la démédicalisation de la
recherche dans les sciences du vivant
en général et les maladies infectieuses
en particulier. Il semble important
que s’amplifient deux mouvements
synergiques : I'un allant de I'in vitro
vers I'in vivo gréce a la mise en place
de modeles cellulaires complexes
mimant des structures intégrées
cibles de pathogénes telles les
grandes « barrieres » de I’organisme :
barriere épithéliale intestinale, barrié-
re hémato-encéphalique, barriére
alvéolaire pulmonaire, barriére cuta-
née, etc. Dans un esprit similaire, il
est actuellement difficile de prédire la
place exacte que prendront les
modéles « animaux » alternatifs tels
Caenorhabditis elegans [9] et la droso-
phile [10], leur principal intérét étant
la «facilité » de leur manipulation
génétique. L’autre mouvement va de
I’in vivo vers I'in vitro, permettant a
partir de I’'analyse des processus infec-
tieux par des méthodologies inno-
vantes combinant chirurgie expéri-
mentale, microscopie intravitale et
bi(multi)-photonique, histopatholo-
gie moléculaire et imagerie de poin-
te, d’apporter un niveau de définition
et de résolution a I’échelle de la cel-
lule infectée au sein du tissu, facili-
tant en retour la modélisation in vitro
des processus. Cette analyse doit lar-
gement intégrer la réponse immuni-
taire, en particulier innée, composan-
te majeure de I’expression des
symptdmes cliniques et paracliniques
de I'infection. Plus que jamais, micro-
biologistes et immunologistes doivent
étroitement collaborer. 1l est pro-
bable que la souris deviendra le
modele quasi exclusif de ces études,
certes pour des raisons éthiques et
financieres, mais aussi et surtout du
fait de la disponibilité de réactifs,
d’animaux immunodéprimés permet-
tant repopulation cellulaire et xéno-
transplantation de tissus hétérospéci-
fiques, de souris génétiquement
invalidées ou transgéniques, de la
connaissance du génome permettant
I’analyse plus ou moins globale du
transcriptome de I'animal au niveau
d’un tissu donné, en présence d’un
agent infectieux. 1l convient d’adap-
ter au modéle-souris les méthodolo-

gies les plus innovantes en matiére
d’imagerie afin de développer, dans
le temps et I’espace, une analyse non
invasive du développement des pro-
cessus infectieux. Celles-ci permet-
tront non seulement d’éviter une
approche in vivo jusqu’a présent
essentiellement vivisectionniste, mais
aussi de pallier I'aspect stochastique
du développement des processus
infectieux, particuliéerement aux
phases précoces. La détection transcu-
tanée, par des caméras ultrasensibles,
de la fluorescence de micro-orga-
nismes produisant un fluorochrome
[11] ou d’organes/tissus au sein des-
quels l’activation d’un promoteur
d’intérét entraine I’expression d’une
protéine hybride comportant un fluo-
rochrome ou une enzyme comme la
luciférase, doit permettre d’établir
une cartographie trés précise, en
temps réel, du développement de
I'infection [12]. De méme, I'imagerie
par résonance magnétique (IRM)
semble appelée a jouer un role
majeur dans le suivi des infections et
de la réponse de I’'hbte. L’introduc-
tion de substances paramagnétiques
libérées spécifiquement au site infec-
tieux devrait permettre d’introduire
le paramétre « spécificité » indispen-
sable & ces approches [13].

Intégrer I’étude de la réponse

de I'hdte et développer I'étude

des bases génétiques et moléculaires
de sa sensibilité/résistance

aux infections

Inutile de ré-insister sur I'importance
et I'indissociabilité du couple micro-
biologiste-immunologiste dans I’ana-
lyse des processus infectieux. Au-dela
cependant de I’'analyse de la réponse
innée et spécifique a un pathogene
et de I’'intrication de ces deux
réponses, il est d’ores et déja néces-
saire de réfléchir, en coordination
avec épidemiologistes et généticiens,
a I’établissement de modeéles in vitro
et in vivo permettant d’identifier les
génes de I’hdte modulant sa suscepti-
bilité d’espéce et d’organe aux infec-
tions, I'intensité et la sévérité de sa
réponse qui conditionne la gravité,
voire la létalité de I'infection. Le che-
min a été montré pour les parasites
intracellulaires comme les mycobac-

téries. La génomique des micro-orga- s
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nismes et de leurs hotes va faire rapi-
dement exploser cette discipline
avec, on I’espére, son cortége d’appli-
cations thérapeutiques et préventives.

Elargir les recherches a I'étude
du mode de vie environnemental
des pathogenes

De récentes épidémies de légionellose
nous rappellent que les micro-orga-
nismes pathogenes ont une vie hors de
leur héte humain ou animal ; pour
Legionella pneumophila, par exemple,
un macrophage alvéolaire pulmonaire
n’est probablement pas percu diffé-
remment d’un protozoaire hote inter-
médiaire (Acanthamoeba, Hartmanella)
dans un systeme de distribution d’eau
représentant la niche réelle de cette
espéce. Il est possible que dans de
nombreux cas, les conditions de vie
environnementales aient représenté la
pression sélective responsable de la
constitution du capital de génes de
pathogénicité. La génomique d’Escheri-
chia coli nous a appris que les isolats
pathogénes de cette espéce (patho-
vars) présentaient un génome de taille
20 % (1 mégabase) supérieure a celle
des formes commensales. 1l est main-
tenant essentiel de définir dans ce pool
genetique additionnel ce qui revient a
la pathogénicité, a la survie environne-
mentale et quel est le recouvrement
réel entre ces deux pools de genes. Il
convient donc d’étre dés maintenant
aussi créatifs dans la modélisation in
vitro de niches écologiques environne-
mentales que nous I’avons été pour la
pathogénicité. C’est peut-étre aussi
d’une vision globale du cycle de vie
d’un pathogéne que naitront des stra-
tégies de prévention innovantes. C’est
particulierement vrai pour les patho-
geénes entériques dans les zones sous-
développées, pour les pathogénes res-
ponsables de toxi-infections
alimentaires et pour les pathogénes
nosocomiaux dans I’environnement
complexe de nos hdpitaux modernes
[14].

Etudier les micro-organismes

ayant un effet bénéfique sur I'héte,
ou comment analyser symbiose

et commensalisme

Plus nous apprenons sur les patho-

sssmmmm— (J€NES qUi N’interviennent en fait que
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de facon accidentelle, plus nous
mesurons la faiblesse de nos connais-
sances sur les micro-organismes sym-
biotiques et commensaux constitutifs
de nos flores cutanées et muqueuses
qui donnent pourtant lieu a des
interactions permanentes et haute-
ment organisées et réglées. Au-dela
de la classique notion « d’effet de
barriére » de ces flores protégeant les
surfaces muqueuses contre la coloni-
sation par des pathogeénes, il apparait
de plus en plus clairement que les
flores participent au développement,
a la différenciation et a I’'hnoméostasie
des muqueuses elles-mémes [15].
Peut-&tre dans ce secteur va se créer
une nouvelle interface entre micro-
biologie et biologie du développe-
ment. Une perturbation de cette sym-
biose pourrait donner lieu a des
phénomeénes pathologiques : inflam-
mation bucco-dentaire, intestinale,
etc. Il est donc temps que la créativi-
té qui a été dévolue a I'étude des
flores pathogénes s’applique a I'ana-
lyse des « bonnes flores ».

I Conclusions

Si la réflexion offerte ci-dessus est par
nature biaisée vers la bactériologie, il
est clair que la plupart des domaines et
tendances évoqués sont valables pour
I’évolution des autres disciplines de la
microbiologie : mycologie, virologie et
parasitologie. Pour ce qui concerne les
parasites, par exemple, les possibilités
récentes d’analyse génétique de patho-
genes majeurs tels que Plasmodium,
Toxoplasma, et Leishmania, I'introduc-
tion de la biologie cellulaire dans I’'ana-
lyse physiopathologique et la disponibi-
lité attendue de plusieurs génomes
vont révolutionner cette discipline. La
microbiologie entre donc dans le mil-
Iénaire, riche de promesses d’avancées
cognitives exceptionnelles, mais aussi
d’applications probables dans les
domaines du diagnostic, de la théra-
peutique et des vaccins. Nous avons
voulu illustrer, par quatre articles écrits
par d’éminents spécialistes de notre
discipline, un certain nombre des
approches et concepts qui font cette
« nouvelle microbiologie ». Microbiolo-
gie cellulaire, toxinologie moléculaire,
analyse fonctionnelle exhaustive des
génomes, parasitologie moléculaire et
cellulaire, nous ont semblé étre des

thématiques susceptibles de convaincre
la communauté scientifique que les
microbiologistes jouaient bien dans la
cour des grands m
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