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Introduction

Marc FELLOUS et Jean-Pierre ZALTA

Les commissions du génie biomoléculaire et du génie génétique, présidées respectivement par Marc FELLOUS et Jean-Pierre ZALTA ont organisé conjointement un séminaire de recherche intitulé « Gènes de résistance aux antibiotiques et plantes transgéniques ».

L’origine des gènes de résistance aux antibiotiques ainsi que leur maintien dans l’environnement, le transfert de ces gènes entre organismes, leur utilisation et la sélection de résistances et enfin, les risques liés à leur utilisation comme marqueurs de sélection dans les OGM, constituent les quatre grands thèmes qui ont été tour à tour abordés au cours de ce séminaire. Bien que le quatrième thème, traitant de l’impact de l’utilisation des gènes de résistance aux antibiotiques dans les OGM en matière de santé publique, concerne plus particulièrement les deux commissions organisatrices, le choix des thématiques avait pour objectif la rédaction d’un document scientifique de référence, pouvant être utilisé à la fois par les deux commis, sions, mais aussi par toutes personnes intéressées, par les pouvoirs publics et même les médias. En effet, beaucoup trop de choses sont dites qui ne sont pas scientifiquement montrées, même de façon contradictoire, et la plupart des rumeurs propagées par les médias ne sont généralement que des opinions.
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Session 1

État des connaissances sur l’origine des gènes de résistance aux antibiotiques et leur maintien dans l’environnement

Y CHUPEAU, président de session B. CHEVASSUS-Au-Louis, rapporteur





Compte rendu de la session 1

B. CHEVASSUS-AU-Louis

La première session a été consacrée à l’examen des connaissances concernant la fréquence des gènes de résistance aux antibiotiques dans l’environnement, leur circulation intra et interspécifique et les facteurs favorisant leur apparition et leur maintien.

L’analyse récente d’un sol agricole, cultivé en maïs conventionnel et qui contient de l’ordre de 107 bactéries par gramme, a révélé qu’environ 1 % de ces bactéries présente une résistance à l’ampicilline. Dans ce cas, environ la moitié de ces bactéries porterait un gène de résistance de type bla. Il n’est pas encore possible de dire si cette fréquence relativement élevée est spécifique d’un sol cultivé. Ces sols sont en effet susceptibles de recevoir des épandages d’engrais d’origine animale pouvant contenir des bactéries ayant été en contact avec les antibiotiques utilisés pour l’élevage des animaux.

De nombreuses espèces de bactéries du sol sont aussi présentes sur les végétaux. Ainsi, les légumes frais hébergent des populations bactériennes très denses. Après un jour de stockage, un gramme de salade contient entre 104 et 109 bactéries, ce qui conduirait à une ingestion quotidienne moyenne, par la consommation de légumes frais, d’environ 30 millions de bactéries. Le cortège microbien de ces légumes est très riche, et se compose d’une centaine d’espèces de bactéries. Ces bactéries, provenant en majorité du sol, peuvent porter diverses résistances aux antibiotiques. De nombreuses études ont montré que l’environnement sur les plantes est propice aux échanges génétiques entre bactéries. Ceci suggère que les gènes impliqués dans les résistances aux antibiotiques, naturellement présents chez les bactéries associées aux plantes, se trouvent dans des conditions environnementales favorables à leur dissémination.

La fréquence d’échange de gènes de résistance diminue avec l’augmentation de la divergence des génomes. L’échange de gènes chromosomiques suppose, en effet, la possibilité de recombinaison homologue, et donc une certaine homologie des séquences. Cependant, des mutants présents dans la nature à une fréquence d’environ 1 % et pour lesquels la reconnaissance et l’élimination des mésappariements sont diminuées, ont des taux d’échange 1000 fois plus élevé. Le devenir de ces recombinants interspécifiques va ensuite dépendre des pressions de sélection exercées par l’environnement. Ils apparaissent souvent défavorisés dans des milieux standards, alors que des milieux sélectifs particuliers peuvent les favoriser. En outre, les gènes favorisant la recombinaison peuvent eux-mêmes être sélectionnés favorablement dans certains milieux, ce qui accroît la fréquence et la diversité des recombinants soumis à sélection. Enfin, il semble que certains facteurs de « stress » induisent des taux de mutation plus élevés. Le phénomène d’échange génétique entre espèces bactériennes apparaît donc suffisamment fréquent pour jouer un rôle notable dans l’acquisition de facteurs de résistance aux antibiotiques.

La question du transfert de gènes entre eucaryotes et procaryotes est plus complexe. S’il peut être observé au laboratoire, notamment en insérant préalablement les gènes eucaryotes sur des plasmides, l’existence de tels transferts dans la nature est surtout soupçonnée à partir d’exemples de forte homologie de certains gènes entre plantes et bactéries phytopathogènes. Ces phénomènes ont donc pu advenir à l’échelle de l’évolution des espèces, mais leur mise en évidence directe reste à réaliser.

Les β-lactamines constituent un bon exemple pour illustrer les phénomènes d’apparition de résistance aux antibiotiques. La résistance à ces antibiotiques peut résulter de divers mécanismes, basés sur la réduction de leur pénétration, la modification de leur cible, ou encore l’apparition d’enzymes de dégradation (β-lactamases). La résistance par le biais d’enzymes de dégradation de l’antibiotique ainsi que son évolution ont été bien décrites depuis l’apparition en 1947 des résistances à la pénicilline G. Les premières β-lactamases ne détruisaient que la pénicilline G. De nouvelles β-lactamases à spectre élargi, codées par le gène bla, à support plasmidique sont apparues en 1964. Enfin, en 1983 sont apparues d’autres β-lactamases présentant un spectre d’action encore plus étendu, et capables de dégrader les céphalosporines de troisième génération. Tous ces variants dont une soixantaine sont connus aujourd’hui, diffèrent par des mutations ponctuelles et apparaissent quelques années seulement après l’introduction d’une nouvelle génération d’antibiotiques. D’autres mutants peuvent affecter le promoteur des β-lactamases et conduire à une résistance par surexpression de l’enzyme. Si beaucoup de ces variants sont plasmidiques, il apparaît que certains facteurs de résistance, connus pour être chromosomiques, peuvent passer sur des plasmides et se disséminer ainsi plus largement entre espèces. L’origine précise de ces facteurs et les mécanismes favorisant leur diffusion rapide est encore en partie inconnue. L’hypothèse d’une sélection liée à d’autres fonctions des β-lactamases a été avancée. La circulation entre espèces de ces facteurs de résistance est sans doute une composante importante de leur apparition rapide et quasi-systématique.

Il apparaît que des gènes de résistance aux antibiotiques existent avec des fréquences variables mais non négligeables dans les écosystèmes agricoles des pays industrialisés pour lesquels des études ont été réalisées. Ces gènes peuvent donc être ingérés lors de la consommation de produits végétaux frais et être présents, au moins de manière transitoire dans le tractus digestif de l’homme et des animaux.

Ils peuvent circuler assez aisément entre espèces bactériennes et permettre, dès lors qu’ils subissent une pression de sélection les favorisant, l’apparition de résistances chez une espèce sensible, beaucoup plus rapidement que par le processus de mutation.

Si la présence d’antibiotiques dans le milieu constitue un facteur sélectif puissant pour favoriser la diffusion de ces gènes, il est possible que d’autres facteurs, liés à d’autres fonctions de ces gènes, puissent également intervenir.

Si de tels gènes sont insérés dans le génome des plantes, leur possibilité de transfert en retour à des bactéries du sol est sans doute considérablement plus faible, mais ne peut être totalement exclue.

Si un tel transfert intervenait, il est vraisemblable que l’information ainsi transférée serait le plus souvent transcrite, compte tenu de l’organisation des génomes bactériens.




Prévalence naturelle des différents systèmes de résistance aux antibiotiques sur les végétaux, notamment les feuilles. Estimation des quantités consommées par l’homme ou les animaux.

Cindy MORRIS, Pascal SIMONET

La problématique de la prévalence naturelle des résistances aux antibiotiques chez les bactéries présentes sur les légumes, peut être définie à travers les trois questions suivantes :



	— Combien de bactéries d’origine végétale le Français moyen consomme-t-il par jour ?

	— Quelle est la fréquence de résistance aux antibiotiques chez les bactéries épiphytes (bactéries présentes sur les plantes) ?

	— Quelle est la possibilité de transfert des gènes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries épiphytes ?


Les légumes frais et dits « nouveaux frais » (les salades de 4e gamme par exemple) hébergent des populations bactériennes denses et diverses au niveau taxonomique. Des études de la microflore associée aux produits de 4e gamme (laitues, chicorées, mâches, choux, épinards, choux-fleurs, brocolis, céleris, poivrons, etc.) révèlent une microflore présente sur ces légumes de l’ordre de 104 à 109 bactéries/g de produit (Nguyen-The et Carlin, 1994). Sur cette base, on peut estimer le taux de bactéries consommées en même temps que ces végétaux par une population donnée. En 1993, 600000 tonnes de salades fraîches ont été consommées en France soit environ 30 g/jour/personne. Sachant que la quantité moyenne de bactéries de 106 bactéries par gramme de salade, l’estimation que l’on peut faire donne une consommation moyenne de l’ordre de 3 x 107 bactéries/jour/Français.

Tableau 1. Nombre de micro-organismes présents dans les légumes frais prélevés directement sur le site industriel ou sur les rayons des unités de commercialisation (temps de conservation du produit ≤ 1 jour). (D’après Nguyen-The et Carlin, 1994)






	Produits
	log CFU/g
 microflore mésophile


	Assortiment de légumes (laitue, chou, oignon, poivre, cresson, celeri, maïs)
	8 - 9


	Chou râpé
	4 - 7


	Chou fleur
	5 - 6


	Epinards
	5 - 6


	Salades prêtes à la consommation (laitue, salades vertes mélangées)
	5 - 7


	Assortiment de légumes pour les traiteurs
	4 -8


	Packs de légumes coupés ou râpés (carotte, chicorée, roquette)
	7 - 9



Le cortège microbien des légumes frais est constitué d’au moins une centaine d’espèces de bactéries (Jacques, 1994). Certaines de ces bactéries sont résistantes à de nombreux antibiotiques comme Pseudomonas fluorescens, un composant majeur du cortège bactérien des salades fraîches (Jacques et Morris, 1995 ; Morris et Nguyen-The, 1996) qui résiste à une gamme étendue d’antibiotiques tels que les β-lactamines, les sulfamides, la novobiocine, les macrolides, etc. (Digat et Gardan, 1987) ou encore des Klebsiella spp., bactéries épiphytes, qui résistent à une large gamme de β-lactamines. Les mécanismes impliqués dans ces résistances sont encore inconnus. Des recherches sont en cours pour tenter de caractériser les gènes qui sont impliqués notamment chez des souches de bactéries résistantes d’origine médicale comme Klebsiella spp. (Liu et al. 1997). Les informations sur la fréquence de bactéries résistantes dans la microflore associée aux légumes sont très fragmentaires. Des travaux réalisés à l’INRA d’Avignon ont montré que 3 à 10 % des bactéries isolées sur de la scarole, du persil, de la laitue ou des épinards sont résistantes à la kanamycine et que 0,5 à 1 % d’entre elles sont résistantes à la gentamycine (Morris, données non-publiées). Il en découle que l’on a probablement affaire à plusieurs mécanismes de résistance. On peut penser qu’ils peuvent être basés, soit sur la non-pénétration de l’antibiotique dans la cellule bactérienne, (et dans ce cas on aura plutôt un phénomène a priori spécifique et non transférable), soit être liés à l’activité d’un gène spécifique (destruction de l’antibiotique ou modification de la cible) et dans ce cas le mécanisme de résistance est susceptible d’être aisément transférable. Il n’est pas possible de déterminer actuellement la part respective de ces deux types de mécanismes chez les bactéries « résistantes ». Suivant l’estimation de Van Elsas (commun. pers.) seulement 1 % des bactéries résistantes à la kanamycine dans des tests sur milieu sélectif révèlent la présence du gène nptll.

La consommation de végétaux frais est donc une source possible d’introduction de bactéries résistantes dans le tube digestif. Les Français consommant de l’ordre de 3 x 107 bactéries par jour dont 10 % révèlent une résistance sur milieu sélectif, ils doivent donc


Tableau 2. Transfert de gènes impliquant des bactéries épiphytes (exemples)
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ingérer, sur la base de l’estimation de Van Elsas environ 3 x 104 bactéries portant le gène nptll par jour.

L’environnement d’une plante, ou phyllosphère, est un micro-environnement propice aux échanges génétiques entre les bactéries. De nombreuses études ont montré qu’il y avait des échanges de plasmides entre et au sein des espèces bactériennes (inter et intra spécifiques) dans la phyllosphère de diverses plantes (Bailey et al., 1996). Des échanges génétiques entre les bactéries de la microflore des plantes et du tube digestif des insectes qui se nourrissent sur ces plantes sont possibles (Watanabe et al., 1998 ; Watanabe et Sato, 1998). On estime que le taux de bactéries transformées du fait de ces échanges génétiques est de l’ordre de 0,1 à 10 % de la population bactérienne totale.

Ces échanges peuvent aussi impliquer d’autres bactéries également présentes dans le tube digestif de l’insecte. Ces observations suggèrent que les gènes impliqués dans les résistances aux antibiotiques de bactéries provenant de légumes se trouvent dans des conditions environnementales favorables à leur dissémination.

L’étude de la prévalence naturelle des gènes de résistance aux antibiotiques nécessite de déterminer la fréquence de ces gènes dans l’environnement et leur capacité à être transférés dans les populations bactériennes.

Une étude a été engagée récemment, dans la région lyonnaise, sur des parcelles semées avec du maïs transgénique, et non-transgénique pour déterminer s’il peut y avoir des transferts de gènes de résistance lors de la culture de ces maïs génétiquement modifiés. Elle vise aussi à déterminer s’il est possible de détecter des modifications, spécifiquement liées à la culture du maïs transgénique, au niveau des populations bactériennes du sol. La première étape de ce travail a consisté à analyser le sol témoin de façon à connaître le nombre de bactéries naturellement résistantes à l’ampicilline qui y sont présentes. Le nombre de bactéries présentes dans ce sol est de l’ordre de 107 CFU par gramme de sol ce qui correspond à ce qui est couramment observé. L’analyse du comportement des bactéries sur un milieu contenant un antibiotique montre que 1/100 de ces bactéries (soit environ 105) survivent à des concentrations de 200 μg/ml d’ampicilline. Une centaine de ces clones a été sélectionnée au hasard, leur ADN extrait puis analysé par PCR en utilisant des amorces permettant l’ ampliiication du gène bla (828 paires de bases sur 858). Ces expériences préliminaires ont permis de révéler une forte amplification par PCR pour environ 50 % de ces clones. Ces produits d’amplification par PCR ont été ensuite digérés par des enzymes à quatre bases. Les profils de digestion ainsi obtenus étaient similaires à celui du gène bla. Ces résultats sont encore partiels. Il doivent être confirmés et considérés avec prudence. La seule certitude à ce jour concerne le nombre de bactéries du sol résistantes à l’ampicilline (105 par gramme de sol) ainsi que leur proportion parmi la microflore cultivable (1/100).

Discussion

M. Danchin - Vous parlez du gène bla, mais il existe un grand nombre de gènes différents. Lequel est-ce ? Pour quelle raison n’y en a-t-il qu’un ?

M. Simonet - Il s’agit du gène cloné dans le maïs NOVARTIS.

M. Danchin - Le gène bla du maïs NOVARTIS se serait déjà répandu dans la nature ?

M. Simonet - Non. Les bactéries posséderaient la résistance à l’ampicilline avant la culture de ces plantes. L’étude n’a pour l’instant été conduite que pour les bactéries présentes dans la parcelle plantée avec les maïs non transgéniques.

M. Danchin - Ces gènes sont-ils identiques ?

M. Sitnonet - Ils ne le sont pas à la base près.

M. Danchin - Les résultats obtenus en utilisant des enzymes à quatre bases sont étonnants, car même dans les laboratoires, beaucoup de places vides n’ont pas été comblées, et la variété est assez importante. Cela m’intrigue.

M. Pechere - Dans le cas des bactéries du sol, qui sont associées aux végétaux, a-t-on une idée de la part de bactéries qui pourrait provenir de l’épandage d’engrais d’origine animale ?

M. Simonet - Nos travaux ne permettent pas de répondre à la question sur la prévalence naturelle des gènes de résistance dans des sols non cultivés. Notre étude porte sur des sols cultivés.

M. Pechere - C’est donc un sol ayant reçu des engrais d’origine animale. On peut tout de même imaginer que des bactéries résistantes provenant des animaux traités par les antibiotiques puissent réensemencer ces végétaux que nous allons manger ?

M. Simonet - Oui. Pour reprendre la question d’Antoine Danchin, nous ne sommes pas allés plus loin dans l’analyse de la séquence totale du gène. Les résultats obtenus en utilisant des enzymes à quatre bases ne signifient pas qu’il y a une similitude sur la totalité du gène. En tout cas, si l’hypothèse de la contamination des matrices ADN n’est pas confirmée, la séquence nucléotidique de ces gènes serait sûrement très proche de celle du gène bla utilisé par NOVARTIS.

M. Gutmann - Combien de fragments cela représente-t-il ?

M. Simonet - Une dizaine environ.

M. Gutmanu - Mme Morris, votre exposé est très intéressant, mais comporte toutefois des imprécisions. Ce n’est pas une critique, car je suis conscient des difficultés inhérentes à ce type d’étude. Prenons un exemple caricatural. En parlant de la vancomycine, vous avez dit qu’il était possible d’observer une résistance aux glycopeptides. Mais, chez les bactéries gram—, ce n’est pas anormal dans la mesure où tous les gram— sont résistants aux glycopeptides car ces molécules ne peuvent traverser la paroi de ces bactéries. Dans ce cas, il n’est donc pas possible de parler de résistance. Il faudrait arriver à déterminer ce qui est dû à une résistance vraie, c’est-à-dire codée par un gène, lequel est potentiellement transférable, et une résistance naturelle qui n’est pas directement codée par un gène et qui est uniquement le fait, par exemple, de la capacité de pénétration de l’antibiotique, notamment pour les aminosides.

Mme Morris - C’est la raison pour laquelle j’ai fait cette précision à propos de l’enquête réalisée. Les données ont été obtenues sur milieu synthétique. C’est l’une des raisons pour lesquelles il n’y a pas eu de croissance. Cela ne signifie pas qu’il y ait une résistance.

M. Gutmann - En ce qui concerne les travaux effectués à partir des laitues, des épinards ou du persil, que je trouve très intéressants, il serait important d’essayer de déterminer, parmi les bactéries, celles qui possèdent un gène de résistance.

Mme Morris - Absolument. Pour répondre à la première question posée, il y a beaucoup de données concernant les intoxications alimentaires d’origine végétale, qui montrent que l’intoxication est due à des bactéries provenant, par exemple, d’engrais mal compostés, etc.

M. Grimont - Il est vrai que, par exemple, toutes les tomates contiennent environ 106 Pseudomonas aeruginosa, espèce vérifiée, qui correspond à l’espèce trouvée dans les hôpitaux. De plus, une tomate sur deux contient environ 104 à 105 Serratia marcescens. Beaucoup de bactéries appelées « opportunistes » et trouvées dans les hôpitaux, proviennent de plantes, sans pour autant que cela signifie que ces plantes aient été contaminées par l’homme. Nous avons fait des recherches en forêt, ce qui nous a permis de mettre en évidence la présence d’une flore naturelle, contenant les espèces dites opportunistes. D’autre part, la flore bactérienne naturelle comporte des résistances naturelles assez variées. La pression de sélection appliquée à ces populations de bactéries trouve son origine dans les produits végétaux.

M. Pechere - Je souhaiterais faire une suggestion. Il est très surprenant que vous ayez autant de β-lactames TEM 1 dans votre étude. Il faudrait examiner quelles sont les bactéries qui hébergent ces gènes, afin de les identifier. Cela alimenterait le débat de façon très intéressante.





État des connaissances sur l’origine et le maintien de ces gènes dans l’environnement. Origine de la biodiversité des flores bactériennes et dynamique des échanges des gènes de résistance aux antibiotiques

François TADDEI

Le laboratoire de mutagénèse a pour vocation d’étudier les mécanismes à l’origine de la variabilité génétique. La question de l’origine des gènes de résistance aux antibiotiques et la façon dont ces gènes de résistance aux antibiotiques sont transférés à d’autres bactéries, fait donc partie des thèmes de recherche de ce laboratoire. Je parlerai très peu d’intégrons ou de plasmides, puisque ces sujets seront abordés au cours d’autres exposés et mon intervention sera centrée sur les raisons permettant d’expliquer pourquoi, malgré l’ensemble des échanges génétiques qui sont observés chez les bactéries, il est encore possible de distinguer les différentes espèces de bactéries.

La notion d’espèce est assez bien définie, au moins chez les eucaryotes. Une espèce est constituée d’un ensemble de populations qui échangent librement des gènes. Il y a donc un flux important de gènes entre les populations d’individus qui appartiennent à la même espèce. Néanmoins, une accumulation de divergences entre ces différentes populations, engendrée par exemple, par leur séparation géographique (deux populations séparées physiquement peuvent évoluer de manière divergente), va entraîner une limitation des échanges génétiques entre elles. L’accentuation de cette divergence peut conduire, à terme, à l’apparition de deux espèces bien distinctes entre lesquelles il n’y aura plus du tout d’échanges de gènes. C’est là, la définition classique de l’espèce chez les eucaryotes. La question que l’on peut se poser est de savoir si elle peut s’appliquer aux bactéries. Une simple transposition de cette définition aux organismes procaryotes est assez délicate, notamment, si l’on considère les gènes de résistance aux antibiotiques pour lesquels une très forte pression de sélection s’exerce. Chez les bactéries, les flux de gènes sont très importants et vont bien au-delà de ce que traditionnellement les microbiologistes appellent l’espèce. Mais quelle est la définition d’une espèce en microbiologie ?

Les travaux de M. Grimont permettent d’appréhender et d’illustrer cette notion. A travers des expériences de dénaturation / renaturation des ADN issus de deux souches bactériennes, on peut mesurer le degré de divergence entre ces souches. Plus les espèces sont éloignées du point de vue phylogénétique, plus les séquences de leurs ADN sont divergentes. En multipliant les expériences de ce type sur de nombreuses souches, on obtient une distribution des divergences. On observe sur la courbe de distribution ainsi établie, un pic important entre 0 et 3 % de divergence, un espace puis de nouveau un pic pour des divergences plus importantes. Ce qui signifie que pour une distance faible, il y a beaucoup de bactéries, puis une zone relativement vide. Il n’y a donc pas un continuum dans la distribution des distances entre bactéries. Sur la base de cette observation, on peut donc penser que la notion d’espèce a un sens chez les bactéries, en tout cas sur la base de l’ADN bactérien total et qu’elle est valide sur de nombreux taxons.

Si l’on admet cette notion d’espèce, il reste alors à comprendre quels sont les mécanismes qui permettent son existence. On peut s’appuyer sur l’exemple de deux bactéries modèles, Escherichia coli et Salmonella enterica, pour essayer de répondre à ce problème et déterminer s’il s’agit bien de deux espèces différentes. Plusieurs hypothèses peuvent être proposées pour expliquer qu’il s’agit d’espèces différentes, la première serait que ces bactéries ne se rencontrent pas, la seconde serait liée à des problèmes d’incompatibilité de surface entre les deux bactéries empêchant les transferts, et la troisième serait qu’elles n’échangent jamais de gènes. Ces hypothèses ne sont pas très réalistes et en premier lieu parce que ces deux espèces bactériennes vivent dans les mêmes intestins, où elles sont facilement mises en-évidence. On pourrait objecter qu’il existe dans ces intestins un confinement qui permettrait de maintenir les deux bactéries dans des sous-niches écologiques distinctes et physiquement séparées. Cette hypothèse ne tient pas puisque des échanges entre Escherichia et salmonelles ont été observés dans une flore normale, y compris chez l’homme, ce qui permet d’assurer que les contacts et les échanges entre ces bactéries sont fréquents. Ils sont d’autant plus faciles qu’ils impliquent des plasmides, y compris ceux qui portent des gènes de résistance aux antibiotiques. Il en ressort que ces bactéries se rencontrent sans problème et qu’elles peuvent au cours de ces contacts, échanger des gènes au moins plasmidiques.

L’échange de gènes chromosomiques chez des bactéries comme Escherichia et salmonelles, qui ne sont pas naturellement transformables, nécessite un vecteur. Les phages pourraient être les vecteurs de ces échanges de gènes mais leur spécificité qui est généralement relativement restreinte laisse penser que ce ne sont pas les vecteurs les plus appropriés pour de tels échanges. En revanche, les plasmides, en particulier conjugatifs, sont susceptibles de pouvoir transférer de l’ADN, via des Hfr, d’une cellule à l’autre. Il est d’ailleurs possible en laboratoire de reconstituer les conditions qui permettront de déterminer si Escherichia et salmonelles peuvent échanger de l’ADN par ce moyen. Ces expériences de croisements montrent que la recombinaison est très efficace entre des souches d‘Escherichia coli, alors que la fréquence est inférieure de 4 à 5 logarithmes entre des souches d’Escherichia coli et de Salmonella enterica. Des expériences similaires impliquant la souche d’Escherichia coli K12 et une souche proche Escherichia coli C, ou shigella considérée par les microbiologistes comme appartenant à l’espèce Escherichia coli, montrent également que plus la divergence augmente, plus la fréquence de recombinaison est limitée. Il y a donc une relation linéaire entre la divergence des ADN et le logarithme de la fréquence de recombinaison. Ainsi, même lorsque des bactéries sont en présence l’une de l’autre dans des conditions de laboratoire, il existe une barrière à l’échange génétique et cette barrière croît avec la divergence entre les bactéries.

Les mécanismes de recombinaison homologue expliquent pourquoi la divergence empêche la recombinaison. Très schématiquement, on considère d’une part l’ADN du donneur et d’autre part l’ADN du receveur. L’ADN double brin provenant du donneur se sépare en deux simples brins, qui sont rapidement recouverts par la protéine RecA. Cette protéine joue un rôle prépondérant dans les mécanismes de recombinaison homologue. Elle va rechercher les homologies de séquences entre l’ADN du donneur et celui du receveur. Dans le cas où une homologie de séquence est détectée, un appariement entre l’ADN du donneur et celui de la bactérie réceptrice peut avoir lieu à partir de cette homologie. Dans le cas contraire, une divergence de séquence est identifiée entre les deux ADN en présence et seuls des appariements partiels peuvent se produire. Dans ce cas, la protéine MutS, connue pour corriger des erreurs de réplication de la polymérase, intervient dans le contrôle de la qualité des appariements entre les séquences des deux brins complémentaires d’ADN, et corrige les mésappariements. Elle permet ainsi d’éviter des recombinaisons entre des séquences divergentes. La protéine MutS, par son action, modifie la pente de la relation linéaire qui existe entre le logarithme de la fréquence de recombinaison et la divergence. C’est elle qui est responsable des taux de recombinaison plus faibles observés lors des croisements entre espèces bactériennes différentes. Si l’on modifie les concentrations des protéines du type MutS et Rec A, les fréquences de recombinaison peuvent être modifiées. L’élimination de MutS associée à une augmentation de la concentration de RecA, conduit à des taux de recombinaison très élevés, même entre des ADN très divergents comme ceux de Escherichia coli et de Salmonella enterica. La recombinaison, dans cette situation peut approcher une fréquence de 10-2. Inversement, la présence d’une forte concentration de MutS et de MutL, qui sont partenaires, avec une faible concentration de Rec A, conduit à de très faibles fréquences de recombinaison, même pour des ADN très homologues. Des mutants de bactéries MutS, qui sont déficients pour la protéine MutS, existent naturellement. Chez ces bactéries qui représentent environ 1 % des isolats naturels, les taux de recombinaison avec les salmonelles sont jusqu’à 1000 fois plus importants.

Si des bactéries recombinantes entre E. coli et salmonelles sont facilement obtenues en laboratoire, pourquoi ne le sont-elles pas aussi facilement en milieu naturel ? Cette question est d’autant plus pertinente que ces mutants (MutS-) se rencontrent dans la nature. Ils constituent des populations importantes capables de se recombiner avec une efficacité non négligeable. Il est possible que si des bactéries recombinantes (E. coli x salmonelles) sont produites, elles ne sont pas pour autant capables de survivre. On peut le montrer par des expériences visant à évaluer la compétition entre les souches parentales de salmonelles et d‘E. coli et les bactéries recombinantes qui résultent de leur croisement. Il s’avère, dans l’environnement expérimental choisi, que Salmonella typhimurium est mieux adaptée qu’Escherichia coli qui a tendance à disparaître du milieu. Les bactéries recombinantes sont encore moins bien adaptées dans ce même environnement. L’absence de ces bactéries recombinantes dans la nature résulte donc vraisemblablement d‘incompatibilités entre les génomes d’E. coli et de salmonelles. Ces incompatibilités font que même si les souches sont viables, elles ne sont pas suffisamment adaptées à leur environnement et sont généralement contre-sélectionnées.

Des arbres phylogéniques montrent que pour les espèces de salmonelles et, même au sein des E. coli, il y arelativement peu de recombinaisons. Des arbres phylogéniques peuvent aussi être construits en utilisant des gènes métaboliques. Pour E. coli, par exemple, les groupes A, B1, D et B2, ont pu être constitués. Il est possible de réaliser une phylogénie des gènes cohérente avec la phylogénie des souches. Néanmoins, en présence d’une forte pression de sélection, ce type d’arbre devient complètement éclaté du fait de très nombreux transferts horizontaux. Ce type de transfert est très bien illustré par le gène MutS, lui-même soumis à la pression de sélection. Il peut être avantageux pour une bactérie de muter dans certains environnements de façon à pouvoir s’y adapter, alors que dans les environnements pour lesquels celle-ci est adaptée, les mutations sont plutôt défavorables. Un gène soumis à une pression de sélection variable sera impliqué dans de très nombreux transferts horizontaux.

En conclusion, la notion d’espèce peut s’appliquer aux bactéries, comme le montrent les travaux de M. Grimont, mais une pression de sélection suffisante peut entraîner des échanges génétiques entre bactéries d’espèces différentes du fait qu’elles se rencontrent. Le sort des bactéries recombinantes dépendra uniquement de la sélection naturelle. Dans le cas d’une pression de sélection aussi forte que celle induite par l’utilisation des antibiotiques, il est évident que ces échanges génétiques peuvent se produire. Ces échanges ne remettent pas en cause pour autant la notion d’espèce chez les bactéries car peu de gènes sont soumis à de telles pressions de sélection et parce que le génome bactérien est trop petit pour contenir simultanément tous les gènes. La spécialisation de chacune des bactéries s’explique par les incompatibilités entre des génomes différents qui confortent la notion d’espèce. La sélection intervient aussi et vraisemblablement pour maintenir les espèces comme des entités séparées. Néanmoins, dans le cas de gènes de résistance aux antibiotiques, cette même sélection abolit ces barrières et tous les types d’échanges génétiques peuvent alors être observés entre bactéries.

Pour paraphraser George Orwell et citer la déclaration universelle des droits des gènes en guise de conclusion : « Tous les gènes sont égaux, mais certains sont plus égaux que d’autres », donc plus susceptibles que d’autres d’être transférés.


Discussion

M. Chevassus Au Louis - Tout au long de cette journée, nous allons beaucoup parler de pression de sélection. Avant de poursuivre ces exposés, il peut être intéressant de savoir si la fréquence des échanges génétiques est toujours liée à la pression de sélection ou bien s’il existe d’autres mécanismes non-darwiniens capables d’influer sur cette fréquence. Autrement dit, connaît-on des phénomènes qui favoriseraient certaines recombinaisons et qui ne seraient pas strictement associés à une pression de sélection, mais par exemple à une position dans le génome, aux vitesses de réplication ?

M. Taddei - Il y a très clairement des séquences qui présentent des fréquences de recombinaison plus importantes que d’autres, de même qu’il existe des points chauds de recombinaison. Certains gènes sont susceptibles d’être transférés avec une fréquence plus élevée s’ils se trouvent par exemple à proximité de transposons. Ces éléments mobiles sont capables de les mobiliser et de les amener sur des plasmides. Il est donc très clair que des mécanismes indépendants de la pression de sélection peuvent influer sur la fréquence de transfert de certains gènes. Néanmoins, ces processus restent compris dans une logique darwinienne. Pasteur disait que la chance souriait aux esprits préparés, dans le contexte qui nous intéresse on peut dire que la chance sourit aux génomes préparés. C’est donc toujours de la chance, ce sont toujours des processus aléatoires, mais cette chance n’est pas la même pour tout le monde selon l’évolution préalable du génome.

M Laffont - On peut peut-être ajouter que le seul élément dont nous disposons et qui va dans un sens un peu lamarckien, je crois, c’est ce qui a été appelé « mutation adaptative ». C’est le seul élément qui ne rentre pas vraiment dans la logique darwinienne. Il semblerait que, dans le cas d’une pression de sélection engendrée par des quinolones, la fréquence attendue des mutations conduisant à des résistances, c’est-à-dire...
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