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Chapitre 11 : Explorer davantage

Le monde microbien est dynamique, changeant et évolue constamment. Les bactéries doivent rivaliser pour les ressources, telles que la nourriture, l'oxygène et la lumière, et se défendre activement contre d'autres microbes pour réussir à survivre. Les bactéries ont de nombreuses façons de se rendre insensibles à l'infection par les phages ; par conséquent, les bactériophages doivent constamment évoluer pour rester compétitifs. Cette guerre continue entraîne un échange de gènes constant entre les bactéries et les bactériophages. Alors que certains des mécanismes par lesquels les bactéries peuvent devenir sensibles ou insensibles à une infection phagique sont bien compris (et sont décrits ci-dessous), beaucoup d'autres restent encore à découvrir.

Mécanismes d'insensibilité bactérienne

Selon le mécanisme utilisé, l'insensibilité bactérienne à l'infection phagique peut être catégorisée en immunité, exclusion ou résistance. Les bactéries peuvent acquérir une insensibilité à l'infection si les protéines phagiques d'une infection précédente sont exprimées. Cette insensibilité à l'infection est due à l'immunité ou à l'exclusion, en fonction des protéines phagiques exprimées et de la façon dont elles agissent pour prévenir une nouvelle infection.

Les bactéries peuvent également acquérir une insensibilité à l'infection par les phages en raison de mutations de l'ADN qui provoquent des changements dans le récepteur bactérien reconnu par un phage pour l'infection. De plus, les bactéries peuvent posséder des systèmes de défense contre les phages tels que des endonucléases de restriction ou des systèmes CRISPR (discutées au Chapitre 3) qui les protègent contre l'infection par les phages. L'insensibilité bactérienne résultant de ces types de systèmes de défense, y compris la mutation, est appelée résistance. L'immunité, l'exclusion et la résistance sont décrites plus en détail ci-dessous.

Lysogénie

Une caractéristique fondamentale d'un phage est son cycle de vie. Les phages isolés dans le programme SEA-PHAGES sont tous capables de former des plages de lyse, ce qui signifie qu'ils peuvent accomplir le cycle lytique. Cependant, certains phages qui forment des plages de lyse ont une autre alternative de cycle de vie ; c'est-à-dire qu'après l'infection, ce type de phage réprime les fonctions lytiques de ses gènes et intègre son génome dans la cellule bactérienne de manière stable pendant de multiples cycles de division cellulaire. Cette forme latente de phage est appelée prophage. La lysogénie se produit lorsque le génome du phage est intégré dans le génome bactérien par recombinaison homologue ou par la circularisation du génome du phage en un large plasmide et son maintien dans l'hôte bactérien. Les cellules bactériennes qui portent le génome du phage sont appelées lysogènes et les phages qui les forment sont appelés tempérés.

Répresseurs

Pendant la croissance du lysogène, l'expression des gènes impliqués dans le cycle lytique est réprimée. Dans de nombreux Actinobactériophages, cela se produit par l'expression constante d'une protéine connue sous le nom de répresseur d'immunité. Cette protéine répressive se lie à des séquences spécifiques sur le génome du prophage à des sites appelés opérateurs pour bloquer l'initiation de la transcription ou à des sites d’arrêts (« stoperators » en anglais) pour empêcher l’élongation des protéines. Cela signifie que le lysogène contient un excès de protéines répressives d'immunité qui se diffusent librement à travers la bactérie au cours de son cycle de vie normal. Si un autre phage infecte le lysogène (un processus appelé surinfection), les protéines du répresseur d'immunité peuvent se lier au nouvel ADN du phage envahisseur si ce génome contient les mêmes séquences d'opérateur et d'arrêt spécifiques. De cette manière, les protéines répressives d'immunité offrent l'immunité lysogène à la surinfection par des phages identiques ou étroitement liés au prophage.

Les répresseurs d'immunité sont très spécifiques pour leurs séquences d'opérateur et d'arrêt. Même un seul changement de base dans la séquence peut altérer ou empêcher la liaison du répresseur à l'ADN. Par conséquent, les phages qui ne peuvent pas infecter un lysogène en raison des actions du répresseur d'immunité, partagent au moins une certaine similitude génomique avec les séquences opérateur / arrêt du prophage. Souvent, l'incapacité de deux Actinobactériophages différents à infecter mutuellement les lysogènes, appelée homoimmunité, est une propriété partagée par les membres du même sous-groupe. Il est important de noter que les lysogènes ne sont considérés comme « immunisés » contre la surinfection que si le répresseur d'immunité est le mécanisme par lequel l'infection est empêchée.

Exclusion

En plus de la protéine répressive de l'immunité, certains phages expriment des protéines qui peuvent altérer la surface de la cellule bactérienne. Lorsque ces protéines ou carbohydrates apparaissent à la surface des cellules bactériennes, le prophage peut empêcher d'autres phages de se lier à la cellule et d'injecter leur ADN. Cette capacité est appelée exclusion de surface. Contrairement à l'immunité, qui est généralement limitée aux phages génomiquement apparentés, l'exclusion dépend des interactions entre la ou les fibres caudales du phage infectant, qui est le principal moyen de fixation à la cellule, et le récepteur à la surface du lysogène. Les fibres de la queue sont hautement mosaïques et modulaires, et elles peuvent ou non être partagées entre des phages qui sont par ailleurs très similaires au niveau génomique.

Autres facteurs

Enfin, il est important de noter que les infections phagiques d'une population bactérienne ne donnera pas nécessairement des cellules hôtes insensibles. Il y a eu des cas d'insensibilité transitoire en raison du stade du cycle cellulaire bactérien ainsi que d'une résistance permanente causée par une mutation. Une culture liquide de bactéries en phase stationnaire contient probablement 108–109 cellules par millilitre ! Un mutant présent dans la culture à seulement quelques dixièmes de pour cent deviendra rapidement la souche dominante lorsque la majeure partie des cellules de la culture seront détruites par une infection par les phages.

Alors, comment pouvez-vous faire la différence entre un vrai lysogène et une cellule bactérienne naturellement résistante en laboratoire ? Les lysogènes seront insensibles à la surinfection suite à des tentatives ultérieures d'infection avec le phage initial, quel que soit le nombre de fois où le lysogène sera purifié par striation ou régénéré à partir d'un stock liquide. De plus, les cultures liquides de lysogènes libéreront le phage dans le surnageant de la culture. En effet, certaines cellules de la population subissent à tout moment une induction spontanée du cycle lytique. Et enfin, le test absolu pour la confirmation du lysogène est de démontrer que le prophage est dans la cellule. Cela peut être fait en utilisant une technique appelée réaction en chaîne de la polymérase (PCR) et en amplifiant la nouvelle jonction entre les génomes bactériens et phagiques. Ou la confirmation peut être faite en répétant soigneusement des cycles de purification, puis en séquençant tout l'ADN dans la cellule pour rechercher la présence du génome du prophage. 

Il est possible de purifier les lysogènes afin d’éliminer le phage infectieux exogène. Une fois isolés, les lysogènes peuvent être utilisés pour créer des tapis bactériens afin de tester la capacité d'autres phages à infecter le nouveau lysogène. Ces données d'immunité peuvent être utiles pour caractériser une collection entière de phages séquencés ou non séquencés. Il est probable que les phages tempérés portent une variété de gènes qui sont exprimés dans les lysogènes et influencent la sensibilité des phages. Par conséquent, l'exploration de ces modèles peut fournir des informations précieuses sur les mécanismes phagiques de la sensibilité bactérienne et de l'insensibilité aux bactériophages.
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