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Pourquoi la recherche ?



Sansonetti, si vous échouez dans votre
carrière hospitalo-universitaire, vous pourrez
toujours faire de la recherche, c'est pour cela
qu'on a créé l'INSERM...

Un grand mandarin parisien



Pourquoi apprendre la microbiologie ?
Infections chez patients  immunodéprimés:
- Hématologie (leucémies aiguës, neutropénie)
- Transplantation rénale Antibiorésistance



Où apprendre la microbiologie ?



Jacques Monod
Yves-Achille Chabbert

Bis audaces fortuna juvat…

Où apprendre la microbiologie ?



Où apprendre la microbiologie ?

1er cours de « Microbie Technique » de l’Institut Pasteur, 1889
Futur « Grand Cours »



Agnès Ullmann

Grand Cours (1976-77)



Où apprendre la microbiologie ?

Directeurs et chefs d’Unités et de Services, Institut Pasteur, début années 70



Où apprendre la microbiologie ?



1946: Joshua Lederberg et Edward Tatum
démontrent la transmissibilité interbactérienne de
l’information génétique. Bactéries portent un
Facteur de Fertilité (F) assurant contact
interbactérien et transfert de l’information génétique
Lederberg J & Tatum EL. 1946. Gene recombination in
Escherichia coli. Nature, 158:558

1953: William Hayes démontre l’unidirectionnalité du
transfert génétique entre une bactérie « donneuse »
et une bactérie « receveuse »
Il isole une souche d’Echerichia coli transférant ses
marqueurs génétiques à haute fréquence (Hfr = high
frequency of recombination)
Hayes, W. 1952. Recombination in Bacterium coli K12:
unidirectional transfer of genetic material. Nature, 169:
118-119

Les »quinze glorieuses"

Contributions la génétique moléculaire bactérienne et… la biologie moléculaire

J. Lederberg E. Tatum

W. Haynes



1955-1959: François Jacob et. Elie Wollman
proposent la première « dissection génétique » d’une
espèce bactérienne

The "Glorious Fifteen"

Elie Wolman François Jacob

Les « quinze glorieuses »



"Americans discovered sex in bacteria but it
took two Frenchmen to understand the
subtleties of how it worked"...
Stanley Falkow

Les « quinze glorieuses »



Révision examen final du
Grand Cours (1976-77) pendant 
une garde en réanimation…



F. Jacob

J. Monod

Les « quinze glorieuses »
1958-1961: PaJaMa (Pardee, Jacob, Monod), « expérience
mytique » reconnaissant deux types de gènes: les uns codant
pour des protéines structurales/enzymes, les autres régulant
l’expression des protéines. Existence d’une région opératrice en
amont du gène régulé à laquelle doit s’associer un répresseur;
Intuition existence du mRNA.



Jacob et Wollman avaient réalisé leurs expériences sur un microorganisme modèle,
initialement commensal intestinal, Escherichia coli K12. Cependant, les concepts et
techniques d'analyse qu'ils avaient développés pouvaient en théorie s'appliquer à
toutes les bactéries, y compris pathogènes.
Ils nous ont donc offert la boîte à outils et à idées pour "attaquer" ce que l'on appelle 
aujourd'hui la pathogénèse microbienne, un des piliers de l'analyse des maladies 
infectieuses

Boîte à outils et à idées (coffre à jouets ?) pour généticien débutant



Alors que les travaux des pionniers de la génétique moléculaire bactérienne
touchaient à leur apogée, la microbiologie prenait une autre dimension
Par hasard: génétique moléculaire naissante offre soudain la possibilité d'analyser
génétiquement les bactéries pathogènes
Par nécessité: vague de l’antibiorésistance commençe à submerger les bactéries
pathogènes humaines et vétérinaires = problème de santé publique et défi à la
recherche
Résistance et virulence largement liées à acquisition horizontale de gènes par
conjugaison, transformation, voire transduction

Années 65-75: la génétique moléculaire bactérienne 
émergente investit la microbiologie clinique…

Tsutomu Watanabe
Julian Davies 
Naomi Datta
Gerhardt Lebeck
Yves-Achille Chabbert
…



Travaux pratiques:
Couper le génome du phage l avec EcoR1...

Molecular biology of the gene
by J. Watson

Pierre Tiollais



Il y a donc de bonnes raisons de penser 
que la virulence est liée à un support 
matériel. Ne la voyons nous pas subir 
parfois des variations brusques auxquelles 
on peut donner légitimement le sens et le 
nom de mutations et ces variations subites 
se traduire en dehors de l’adaptation à un 
être nouveau, par l’acquisition de 
propriétés pathogènes nouvelles vis-à-vis 
de l’espèce animale qu’elle infecte 
ordinairement ? 

1932, Le Destin des Maladies Infectieuses

Tout y est ! Sauf l’essentiel… 

Où tout a commencé…

Charles Nicolle 
1866-1936

Directeur de 
l’Institut Pasteur 

de Tunis
Professeur au 

Collège de 
France,

Prix Nobel de 
Physiologie ou 

Médecine, 1928



A D Hershey et M Chase. Independent functions of viral protein and 
nucleic acid in growth of bacteriophage
Journal of General Physiology, vol. 36, no 1, mai 1952, p. 39-56

Griffith F.: The significance of pneumococcal types. 
J. Hyg. 27 (1928) 113-159

OT Avery           CM McLeod M McCarty
(+ J Watson & F Crick)

Où tout a commencé…

Frederik Griffith

ADN



Pili / Fimbriae E. coli

E. coli hemolysin

Quand la pathogénèse rencontre la 
génétique moléculaire microbienne naissante

Werner Goebel



Science, 1975, 187:849-850
Toxine cholérique

Quand la pathogénèse rencontre la 
génétique moléculaire microbienne naissante



John J. Mekalanos

Francois Jacob's discovery that transcriptional regulation controlled protein
production has greatly influenced my own research interests and indeed the entire
field of microbial pathogenesis.

Prof. John J Mekalanos
Harvard Medical School
Jan. 2015

Quand la pathogénèse rencontre la 
génétique moléculaire microbienne naissante



Shigella: un pathogène invasif des cellules épithéliales

Shigella flexneri
Shigella sonnei
Shigella dysenteriae 1
Shigella boydii

Cellules HeLa

Lésions élémentaires de la shigellose
(colon humain)



Qu’est-ce qui rend Shigella pathogène en 
comparaison d’Escherichia coli ? 

Nature of the missing piece ?



Identification des segments chromosomiques codant pour la virulence de Shigella
par transfert conjugatif interrompu « à la Wollman-Jacob » et transfert du plasmide 
de virulence chez E. coli

Samuel Formal

« You did more in 20 months than we did in 
20 years… »
Samuel Formal
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Philippe Clerc

De la génétique à la microbiologie l-moléculaire et cellulaire

Fluorescent actin



De la génétique à la microbiologie l-moléculaire et cellulaire



Lina Bernardini

The most beautiful artifact in cell biology…

De la génétique à la microbiologie moléculaire et cellulaire
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Naissance Microbiologie Cellulaire



Microbiologie Cellulaire

Un microscope confocal est 
un microscope optique qui 
réalise des images de très 
faible profondeur de champ 
(environ 400 nm) appelées 
« sections optiques ». 
En positionnant le plan focalde
l’objectif à différents niveaux 
de profondeur dans 
l’échantillon, il est possible de 
réaliser des séries d’images à 
partir desquelles on peut 
obtenir une représentation 
tridimensionnelle de l’objet. 



De la génétique à la microbiologie l-moléculaire et cellulaire



Appareil de sécrétion de type 3 (T3SA)

Claude Parsot

Blocker et al. 1999. J Cell Biol

Allaoui et al. 1993. Mol Microbiol
Ménard et al. 1993. J Bacteriol
Ménard et al. 1994. Cell
Ménard et al. 1994. EMBO J
Demers et al. 1998 EMBO J
Buchrieser et al. 2000. Mol Microbiol
Page et al. 2002. Mol Microbiol
Mavris et al. 2002. Mol Microbiol
Mavris et al. 2002. J Bacteriol
Parsot et al.. 2005. Mol Microbiol
Campbell-Valois et al. 2014

De la génétique à la microbiologie l-moléculaire et cellulaire
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Tran Van Nhieu et al., 1998, EMBO J.

Bourdet-Sicard et al., 1999, EMBO J.

Niebühr et al., 2002, EMBO J.

Tran Van Nhieu et al. 2003. Nat Cell Biol

Bougnères et al., 2004, J.Cell Biol.

Enninga et al., 2005, Nat.Methods

Ramarao et al., 2007, FEBS Letters

Jaumouillé et al., 2008, EMBO J.

Mounier et al., PLoS Pathogens, 2009

Romero et al. 2011. Cell Host Microbe

IpgD

IpgD-mediated release of membrane 

tension force through PI(4,5)P2 
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Guy Tran Van Nhieu

De la génétique à la microbiologie l-moléculaire et cellulaire



Arturo Zychlinsky

De la génétique à la microbiologie moléculaire et cellulaire

Un premier pas vers l’inflammation…



Philpott and Sansonetti. 2000. J Immunol
Girardin et al. 2001. EMBO Repts
Girardin et al. 2003. Science
Girardin et al. 2003. JBC
Chamaillard et al. 2003. PNAS
Foster et coll. 2003. Nat Immunol

De la génétique à la microbiologie moléculaire et cellulaire

Dana Philpott Stefen Girardin



Challenge to the immune system: identifying a harmful
pathogen hidden amidst a herd of harmless symbionts



Perception et signalement du danger…

Symbionts

Innate immunity
Physiological inflammation
Surveillance/Tolerance

Recognition network:
PRRs:TLRs,NLRs,

Rig1, MDA5…

Pathogens

Innate immunity
Pathological inflammation
Microbe & tissue destruction

Amplification loop:
TREM, HMGB1, Gal3, Sepsis, Septic

shock

Regulation
Loss of control

Rupture of homeostasis = IBD,
obesity, diabetes, cancer ?

Adaptive immunity
Pathogens recognition,
capture, completion of 

eradication process, protection 

1011/ml in colon

Danger
signals

pathogenicity
signals, DAMPs

De la génétique à la microbiologie moléculaire et cellulaire… 
et à l’inflammation
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Zychlinsky et al., 1992, Nature
Zychlinsky et al., 1994, J Clin Invest
Hilbi H et al., 1998, J Biol Chem

Macrophages

Shigella
- Signalement du 
danger # 1: 
pyroptose
inflammasome

Rapid inflammatory
programing based on
release of a presynthetized
pool of pro-inflammatory
cytokines (Il-1b, IL-18)

Inflammation
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Girardin et coll., EMBO Reports, 2001
Girardin et coll.., Science, 2003
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Epithelial cells
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Inflammation

Pro-inflammatory genes

Tri-Tetra-DAP/Nod1
MDP/Nod2

Shigella – signalement du danger #2: 
Perception cytosolique du PGN



Inflammasome activation
Differentiation of naive T cells
to Th17 cells
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Tran Van Nhieu et al., 2003, Nat Cell Biol
Puhar et al., 2013, Immunity

Shigella – Signalement du danger #3:
early epithelial cell release of ATP across connexin-based hemichannels
(Danger-associated molecular patterns)

Rapid
inflammatory
programing
based on release 
of intracellular
ATP (DAMPs)
= Inflammasome
activation
= Th17 
lymphocytes 
differentiation

Inflammation



Epithelial cells

Mucus
Microbiome

Basolateral
macropinocytosis

Vacuole lysis
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Escape to 
autophagy

Motility, cell to cell
spread (TTSS)IcsA

?
?

M cell

MF
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MF
pyroptosis

TTSS/IpaB

-Pyroptosis = proinflammatory apoptosis
-Activation of caspase-1, Release of IL-1b
- and IL-18 

DC

«facilitated 
translocation»

Follicle-associated epithelium

PNN

Nod1

PGN

NF-kB
JNK

TTSS

Pro-inflammatory
genes

IL-8, other cytokines
chemokines

- Development of inflammation
- Rupture of epithelial barrier
- Facilitation of invasion
- Stimulation of epithelial bactericidal capacities

Defensins and other bactericidal
molecules

CCL-20

B Lympho

T Lympho

Pathogénèse de l’infection de la barrière épithéliale 
intestinale par Shigella: « the big picture »

ATP ATP
Connexin
Hemichannel

Purinergic
receptors

1- Colonization

3 - Inflammation

2 - Invasion
4 - Immunosuppression

Intracellular
release of HBP
TIFA/TRAF6
sensing
(Milivojevic et al.
2017. PLoS Path.



Shigella assure la subversion des défenses 
immunitaires innées de la barrière intestinale
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IpgD
IpaH
VirA

OspF
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IpgD

VirA

IpaHs



OspF cible relaxation chromatine = réprime transcription 
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Laurence Arbibe
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Puhar et al., 2013, Immunity
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Andrea Puhar
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Sperandio et al. 2013. Infect Immun
Puhar et al. 2013. Immunity,
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Environnement immunosuppresseur créé par Shigella (immunité innée)



Nathalie Sauvonnet

Shigella assure la subversion des
Fonctions de sécrétion et polarisation épithéliale

Article cHM



Subversion de l’immunité adaptative par Shigella

Armelle Phalipon





Footpad 
infection

Analysis of 
popliteal
lymph node

Transfer of GFP-labelled
polyclonal CD4+T cells i.v.
24h prior to infection with

DsRED-expressing Shigella

T cell Shigella Collagen

T cells /Subcapsular sinus /interfollicular regions

Bfollicle

Bfollicle Bfollicle

Alteration dynamique lymphocytes T par Shigella in 
vivo

Salgado-Pabon et al., 2013. PNAS

Cellules T envahies immobilisées dans sinus 
cortical ganglionnaire par invasion Shigella



Version homérique dialogue hôte-pathogène

Poleµos
La guerre

Eirhnh
La paix

Mhtis
La ruse



Où va la microbiologie moléculaire et cellulaire ? (1)

Exploration avancée des co-infections et de la « zone grise » des pathobiontes

Exploration pangénome des pathogènes/pathobiontes et leur évolution

Exploration de la vie environnementale des pathogènes (« écopathologie »)

Renforcement analyse interaction microbes – immunité innée et adaptative 

Accroissement résolution microbiologie moléculaire et cellulaire échelon subcellulaire

et étude des régulations dans environnement infectieux

-Microscopie photonique (haute résolution), électronique (cryo-électro-tomographie)

-Systèmes régulateurs: sRNAs vs miRNAs, épigénétique

- Protéomique (modifications post-traductionnelles) et métabolisme

- Analyse « single cell » (résolution stochasticité processus et évolution individuelle)

- « Editing » génomes pathogènes et cellules cibles

- Accroissement de l’interface physique- et chimie-biologie = biologie quantitative

- Développement « machine learning » et intelligence artificielle pour renforcer recueil 

et analyse non biaisés des (big)data



Vers des approches supramoléculaires et supracellulaires plus larges 
= in vivo veritas
= microbiologie tissulaire
= régénération tissulaire après infection, interactions avec cellules 
souches

Développement modèles animaux innovants et « genome editing » des animaux d’expérience
Développement modèles intermédiaires = organoïdes, microfluidique, « organs on chip »

Développement systèmes pour sonder environnement pathogènes/symbiontes, en temps réel 
dans cellules/tissus = bactéries rapporteurs, sondes chimiques, métabolomique ciblée

Développement approches pour identtifier gènes de « fitness » bactériens à différents stades 
Infection = colonisation / invasion (tn-seq…) 

Développement d’outils d’imagerie pour analyser les processus infectieux dans tissus et 
organes (profondeur d’observation)

Développement AI et « deep learning » dans approche non biaisée analyse tissus et organes 
infectés via méthodes à haute résolution et haut débit 

Développement systèmes non- ou microinvasifs pour analyser processus infectieux au cours 
études cliniques/vaccinales/thérapeutiques

Où va la microbiologie moléculaire et cellulaire ? (2)



Où va la microbiologie moléculaire et cellulaire ?
Quelques exemples…

Cryptic T6SS

T6SS
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- Annotation manuelle surface muqueuse, cryptes, etc... (Fiji)
- Segmentation des bactéries individuelles(TrackMate)
- Stockage dans OMERO database

Répétition = 229 x

Ellen Arena

Jean-Yves
Tinevez

Modèle pertinent de shigelloses: 
infection colique du cobaye

Arena et al, 2015, PNAS



407µm: 
average 
thickness of 
the mucosa

2h 4h 6h 8h
0

100

200

300

400

B
ac

te
ria

 p
en

et
ra

tio
n 

de
pt

h 
(µ

m
)

 

MT90
mxiD

Non-invasive Shigella – ‘cleared’

(2h → 4h: ~ -18 µm/h)

Non-invasive Shigella
Invasive Shigella

Profondeur de pénétration de Shigella dans les 
cryptes coliques en function temps d’infection

Main “wave” of penetration

(2h à 4h: ~ 7 µm/h)
(4h à 6h: ~ 33 µm/h)



Shigella flexneri

Human colonic tissue explant infected with GFP-expressing Shigella


