LES BACTERIOPHAGES

Le bacteriophage (phage en abrege) est le nom donne aux virus infectant les bacteries. Un virus est un organisme (une unite genetique) qui n'a pas une structure de type cellulaire et qui ne peut par lui-meme, ni metaboliser, ni se reproduire. Bien qu'etant capable de vivre comme particule a l'exterieur de la cellule, le materiel genetique du phage doit entrer dans une cellule pour se repliquer. Une fois a l'interieur de l'hote, le genome du phage dirige la synthese de composes pour de nouvelles particules en utilisant la machinerie biosynthetique de l’hote. Ces nouvelles particules de phages sont ensuite assemblees et liberees et peuvent infecter d'autres cellules. Les bacteriophages sont donc des parasites cellulaires obligatoires des cellules bacteriennes, cette specificite d'infection est liee a la presence de recepteurs pour ce phage a la surface de la bacterie (l'hote). La plupart, voire toutes les bacteries peuvent etre infectees par des bacteriophages. Dans de nombreux cas, un phage donne ne peut infecte que les cellules d'un seul genre, d'une seule espece ou d'une seule souche, ce qu'on appelle la specificite du phage.

Structure du phage
Les bacteriophages etant des virus, leur structure obeit aux regles generales concernant la structure des virus. Beaucoup de bacteriophages sont simplement constitues d'un acide nucleique entoure par un manteau proteique appele capside, dont le role est de proteger le materiel genetique et de contribuer a l'infection de l'hote. Ces constituants proteiques sont antigeniques. Selon le phage, le genome peut etre de l'ADN ou de l'ARN (double-brin ou simple-brin, circulaire ou lineaire). Certains phages peuvent porter des enzymes en plus de l'acide nucleique a l'interieur de la capside. Le manteau est constitue de sous-unites proteiques, capsomeres, arrangees dans une structure hautement ordonnee qui donne au phage sa forme distincte. Le nombre de differents types de proteines qui forme la capside peut aller de 1 a plus de 25 chez un phage complexe. Il existe 3 formes morphologiques de phages:
Icosaedrique: il s'agit d'une forme presque spherique constituee de 20 faces triangulaires. Les icosaedres sont assez frequemment trouves dans la nature, car ils forment des structures fermees a partir de simples sous-unites. 

Cylindrique: ce sont de longs cylindres proteiques formes par des proteines de la capside, assemblees en une structure tubulaire.
Complexe: certains phages sont constitues de tetes icosaedriques attachees a des queues helicoidales. La queue est constituee par deux tubes concentriques, un tube interne rigide, le canal axial, qui est entoure d'un fourreau (ou gaine) contractile. A la partie distale de la queue se trouve une plaque hexagonale, la plaque basale, ou sont inseres des spicules (crochets) et des fibres caudales. Cette extremite represente le systeme de fixation du phage sur la bacterie receptrice et contribue a l'injection du materiel genetique dans la cellule.
Tous les phages n'ont pas cette morphologie. Cetrains ont une queue longue et non contractile, d'autres une queue courte, certains enfin n'ont pas de queue. Il existe des phages filamenteux.
Multiplication des bacteriophages
Les phages existent a l'etat de virions extracellulaires mais lorsqu'ils infectent une bacterie, ils peuvent donner lieu a deux types d'infections:
•    L'infection lytique: ce sont les phages virulents. A la fin du cycle de multiplication, la bacterie infectee meurt en liberant les phages. 
•    L'infection non lytique ou lysogenie: ce sont les phages temperes. Ils infectent les bacteries sans les detruire.
L’ INFECTION LYTIQUE (le cycle biologique du phage virulent)
Fixation. Dans un melange phages-bacteries, au hasard des collisions, le phage se fixe par l'intermediaire de sa plaque basale (d'abord par ses fibres, apres par ses crochets) sur un recepteur specifique au niveau de la paroi bacterienne. Cette paroi comporte une mosaique de recepteurs pour des phages differents. Un mutant resistant au phage est une bacterie qui ne peut plus synthetiser de recepteur. De meme un protoplaste, bacterie sans paroi, n'absorbe plus les phages.
Penetration. Des que le phage est fixe de maniere irreversible sur la paroi bacterienne, apres action d'un lysozyme qui perfore la paroi, il y a contraction du fourreau qui rapproche la tete de la plaque basale, le canal interne penetre la membrane cytoplasmique de la bacterie et le DNA phagique est injecte dans la bacterie.
L'infection consiste en la seule penetration du DNA phagique, porteur de l'information genetique, dans la cellule, la capside proteique representant une simple enveloppe protectrice.

Expression du genome viral. Apres la penetration du DNA viral dans la bacterie, et jusqu'a la 12e minute du cycle on ne trouve pas de virion dans la bacterie infectee. C'est la phase d'eclipse. Cette phase correspond a la synthese des enzymes d'information virale qui permettront:
—    la replication du DNA phagique;
—    la synthese des proteines phagiques;
—    l'assemblage de ces elements.
Une fois a l'interieur de l'hote, l'acide nucleique est transcrit et traduit pour produire des enzymes qui catalysent la synthese de nouveaux acides nucleiques viraux. Elles sont parfois appelees proteines precoces. De nombreux phages inhibent la synthese proteique de l'hote et degradent son genome, afin de diriger toute la machinerie biosynthetique cellulaire vers la production de composes destines au phage. Apres un certain temps, demare la production de grandes quantites de proteines virales structurelles, de proteines requises pour l'assemblage, la lyse et la liberation des phages. Celles-ci sont appelees proteines tardives.
Assemblage des phages. Une fois qu'une quantite suffisante de composes capsidiques et d'acides nucleiques a ete synthetisee, les nouvelles particules du phage s'assemblent spontanement en meme temps que l'acide nucleique est incorpore dans la capside.
Liberation. De nombreux phages, arrives a maturite, sont liberes apres la lyse de la paroi bacterienne, c'est la raison pour laquelle ce cycle est souvent appele cycle lytique et les phages sont considere comme virulents.
De nombreux phages de bacteries Gram-positives et Gram-negatives codent pour une enzyme qui degrade le peptidoglycane. Cette enzyme est donc capable de lyser la cellule hote et libere la descendance du phage au moment voulu. De telles enzymes, parmi lesquelles figurent le lysozyme et l'endopeptidase, sont appelees endolysines. Les endolysines ne possedent pas de «sequence-signal». Comment, des lors, traversent-elles la membrane cytoplasmique pour atteindre le peptidoglycane ? On a montre qu'en plus de l'endolysine, certains de ces phages codaient pour une «proteine de lyse» specifique qui s'installe dans la membrane cytoplasmique ou elle forme un «pore» par lequel l'endolysine peut acceder au peptidoglycane.
Le temps entre l'infection et la liberation est d'environ 20 minutes a 37°C, les phages sont liberes par vagues de 50-1000 phages par cellule. 
Les androphages. Les androphages n'infectent que certaines bacteries qui contiennent un plasmide conjugatif. Ces phages s'adsorbent specifiquement au bout de certains types de pili. Leur penetration dans la cellule hote peut passer par la retraction du pilus. La progeniture des phages est liberee a travers l'enveloppe cellulaire. Les cellules hotes restent viables, mais elles croissent plus lentement que des cellules non infectees.
L'INFECTION NON LYTIQUE, OU LYSOGENE : LES PHAGES TEMPERES
Les phages temperes lorsqu'ils infectent une bacterie peuvent, ou bien entraîner un cycle complet de multiplication, aboutissant a la lyse bacterienne, ou bien, apres injection de leur DNA, integrer ce DNA dans la continuite du chromosome bacterien pour former un prophage ou rester dans le cytoplasme sous forme de plasmide. Dans ce cas, la bacterie ne meurt pas et, en se multipliant, elle replique le genome viral en meme temps que son propre genome: la bacterie est dite lysogene.
Proprietes des bacteries lysogenes

Une bacterie lysogene est une bacterie qui possede et transmet a sa descendance le pouvoir de produire des phages en l'absence d'infection. Une bacterie lysogene peut croître et se diviser sans produire de phages libres. Le maintien de l'etat lysogene implique la synthese d'un represseur proteique, code par le phage. La disparition de ce represseur proteique a pour resultat l'induction du cycle lytique - c'est-a-dire que le prophage garde normalement une virulence potentielle. Dans une population de bacteries lysogenes, l'induction peut se declarer spontanement chez un petit nombre de cellules. Elle peut etre provoquee dans la majorite et meme dans toutes les cellules, par exemple, par des agents qui endommagent l'ADN, comme les rayons ultraviolets ou la mitomycine C. Suite a de tels traitements, quand le systeme SOS est active, la proteine RecA clive le represseur proteique du phage, permettant l'expression du cycle lytique. Il faut pour cela que le prophage soit excise - operation inverse de l'integration. L'excision est effectuee par la proteine xis, codee par le phage. Le genome est alors replique, les composants du phage synthetises et les phages assembles sont liberes par lyse de la cellule. Le prophage est donc un gene letal potentiel.
Les bacteries lysogenes sont immunes vis-a-vis du phage qu'elles portent (immunite contre la surinfection). Ce phage s'absorbe, injecte son DNA, mais celui-ci ne peut se repliquer ni provoquer la lyse.
Les bacteries infectees par un phage peuvent presenter certaines caracteristiques absentes des cellules non infectees. Cette conversion due au phage peut etre causee par l'expression des genes du phage par les cellules, ou par l'inactivation des genes chromosomiques lors de l'integration du prophage. Par exemple, les souches de Corynebacterium diphtheriae qui provoquent la diphterie sont lysogenisees par un certain type de phages qui codent pour et expriment une toxine puissante. Les souches qui ne portent pas le phage ne peuvent fabriquer la toxine et ne causent pas la diphterie. La toxine du cholera a la meme origine. Le phage de la Salmonelle altere la portion antigene O de la LPS, changeant donc les proprietes antigeniques de la bacterie. Chez Staphylococcus aureus, l'integration du phage L54a entraîne la perte d'une activite de lipase, due a l'inactivation du gene chromosomique correspondant. 

La culture et le titrage des phages. L'effet des phages virulents sur les cultures bacteriennes

Les bacteriophages sont cultives en laboratoire en milieu de culture liquide ou solide. Les bacteries et les phages sont melanges ensemble dans un bouillon nutritif avec un nombre de phages considerablement plus faible que celui des bacteries. Le melange est incube pour permettre aux bacteries de se multiplier et d’etre infectees par les phages. Par consequent, le nombre de phages augmente a un taux plus eleve que celui des bacteries jusqu’a un point critique ou le nombre de phages presents est suffisant pour infecter toutes les bacteries de la culture. Toutes les cellules bacteriennes sont donc lysees en meme temps, ce qui se traduit par une diminution complete de la turbidite de la culture.

On peut aussi ajouter de l’agar sur le melange bacteries-phages et verser ensuite ce melange dans une boite de Petri. Les bacteries croissent et les phages continuent a infecter jusqu’a ce que toutes les bacteries soient infectees provoquant une lyse confluente de la culture bacterienne.

Cette methode de culture sur boite est aussi utilisee pour mesurer le nombre de particules de phages infectieux dans un prelevement (titrage des phages). L’echantillon contenant les phages est dilue, melange a des cellules, l’agar est ajoute et le melange verse dans une boite. L’infection d’une bacterie par une particule phagique induit la production d’un grand nombre de phages qui peuvent infecter les cellules adjacentes. Lorsque ces cellules sont lysees, davantage de phages sont liberes et a leur tour infectent d’autres cellules. Les bacteries non infectees continuent a croitre. Apres une nuit, le foyer ou une bacterie a ete initialement infectee par un phage se dessine par une region claire au sein d’une culture trouble de bacteries. On appelle ces zones eclaircies, habituellement circulaires, des plages de lyse. Le nombre de plages dans la culture indique le nombre de phages infectieux dans la preparation de depart. Ce nombre est mesure en unites formatrices de plages (UFP). 

APPLICATIONS  PRATIQUES DES PHAGES

•    Dans le domaine therapeutique
Le traitement et la prophylaxie des maladies infectieuses par les bacteriophages a donne des resultats decevants
pour plusieurs raisons:
· il faut que le phage arrive au niveau du foyer d'infection au contact de la bacterie sensible;

· il y a selection rapide de mutants resistants;

       -     il y a apparition rapide d'anticorps neutralisants qui empechent l'adsorption des phages.
•    Dans le domaine diagnostique


· Phago-identification. Certains phages sont specifiques d'une espece bacterienne precise et sont utilises pour identifier une souche au laboratoire.
· Lysotypie (ou typage par bacteriophage). A l'interieur d'une meme espece bacterienne, les bacteriophages permettent de distinguer diverses souches de bacteries etroitement apparentees, en exploitant leurs differences de sensibilite vis-a-vis d’une serie de  bacteriophages, c’est-a-dire de subdiviser cette espece en plusieurs lysotypes. Un gazon bacterien est prepare a partir d’une culture de la souche a identifier, puis seche. On dessine alors une grille sur le fond de la boite de Petri et on depose une goutte d’une suspension de phages sur chacune des surfaces de gelose correspondant a un carre de la grille, chaque carre recevant un phage different. On laisse secher ces gouttes et on met la boite a incuber. Habituellement, un, deux ou pluisieurs des phages se reveleront lytiques pour la souche consideree. La lyse (sensibilite a un phage donne) se marque par la formation d’une plage a l’endroit du gazon ou le phage a ete inocule. De cette maniere, les souches peuvent etre definies par la liste des phages auxquelles elles sont sensibles. La lysotypie des germes isoles permet de savoir s'ils appartiennent a un type unique, les malades s'etant contamines a la meme source ou s'ils sont distribues en types divers, les cas etant alors non  relies entre eux.. Le typage par phage est utilise, par exemple, dans le cas de  Staphylococcus aureus et de  Salmonella Typhi.
· Les bacteriophages sont un modele d’etude pour les geneticiens.
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