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RESUME

Pour étudier le role des bactéries mutatrices dans
I’évolution des populations bactériennes, nous avons
utilisé un modele de souris a flore controlée. Cette
étude a été réalisée en observant, chez la bactérie
Escherichia coli, d’une part ’impact de la fréquence
d’apparition des mutations sur la colonisation du tube
digestif, un des environnements naturels de cette

espéce, et, d’autre part, ’évolution du taux de muta-

tion des populations bactériennes dans cet écosystéeme.

Nous avons pu montrer que les bactéries mutatrices
ont un avantage sur des bactéries sauvages lors de la
colonisation du tube digestif. Cet avantage vient de
leur capacité a générer plus rapidement les mutations
adaptatives qui vont assurer leur maintien dans I’éco-
systéme. Parallélement a cette spécialisation a I’envi-
ronnement ou ils se trouvent, les mutateurs accumu-
lent des mutations neutres qui peuvent s’avérer
déléteres ou létales dans un environnement secondaire.

En suivant I’évolution du taux de mutation de
souches d’E. coli inoculées a des souris recevant une
antibiothérapie, nous avons montré qu’en sélection-
nant des mutants portant des alleles de résistance,
une antibiothérapie sélectionne simultanément des
alleles qui augmentent le taux de mutation des sou-
ches bactériennes.

Le coiit pour les bactéries mutatrices dii a I’accu-
mulation de mutations s’observe si elles se trouvent
dans un environnement ou les changements sont récur-
rents ou si elles évoluent a travers un nombre limité
d’environnements stables. Dans un environnement ou
chaque changement est original, les bactéries muta-
trices pourraient alors apporter une réponse adapta-
tive. Chaque environnement naturel est associé a des
pressions de sélection et a des conditions écologiques
spécifiques qui vont probablement favoriser la sélec-
tion d’un taux de mutation plutét qu’un autre,

SUMMARY Impact of mutation rate on bacterial adaptation

To study the role of mutator bacteria in the evolu-
tion of bacterial populations, we followed the impact
of the mutation rate of Escherichia coli strains in the
colonisation of the gut of axenic mice and the evolu-
tion of the mutation rate of bacterial populations
living in the gut.

We show that mutator bacteria have an advantage
during the colonization. This adaptive advantage
comes from their ability to generate adaptive muta-
tions faster than wild type strains, mutations that
allow their maintenance in the ecosystem. However,
while mutator bacteria are becoming specialised to
the environment they are living in, they accumulate

mutations that may be deleterious or lethal in secon-
dary environments.

By following the evolution of the mutation rate of
bacterial populations living in the gut of mice receiving
antibiotics, we show that this therapy selects not only for
antibiotic resistant mutants but also for mutator alleles
that enhance mutation rates and are responsible for the
appearance of the resistance.

The costs of a high mutation rate, due to the accu-
mulation of mutations, is seen in environments where
changes are recurrent. In an ever-changing situation
where every change is new, mutator bacteria might
help the evolution of bacterial populations.

MUTATIONS, EVOLUTION
ET BACTERIES MUTATRICES

Mutations, la vision classique

Les mutations sont généralement regroupées en plu-
sieurs types, en fonction de leur influence sur la valeur

sélective qui leur est associée. On appelle mutations
neutres I’ensemble des mutations qui ne sont pas asso-
ciées a une variation de valeur sélective. Les mutations
déléteres sont celles qui sont associées a une réduction
de cette valeur. Les mutations avantageuses ou adapta-
tives sont associées a une augmentation de la valeur
sélective. Cette valeur est intimement li¢e a I’environ-
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nement dans lequel se trouve I’individu portant la muta-
tion. Par exemple, dans le cas des bactéries, certaines
mutations conférant la résistance a la rifampicine ralen-
tissent la vitesse de transcription de I’ADN. Une bacté-
rie portant cette mutation peut donc étre défavorisée par
rapport aux autres dans un environnement sans antibio-
tiques ou les bactéries se développent rapidement. Ce
désavantage sera probablement réduit dans un environ-
nement ou la vitesse de croissance est faible, il devien-
dra un avantage dans un environnement contenant de la
rifampicine. Généralement on estime que les mutations
sont néfastes car principalement délétéres ou létales.
Chez E. coli le taux de mutations est estimé a 10-'° par
paire de bases (Lenski, 1992). La majorité de ces muta-
tions sont silencieuses ou neutres. La fréquence des
mutations délétéres a été estimée dans différents sys-
temes expérimentaux et est comprise entre 1,7.10* et
1,6.10° (Kibota & Lynch, 1996 ; Keightley & Eyre-Wal-
ker, 1999) et celle des mutations létales de I’ordre de
10 (Taddei et al., 1997). Pour cette raison, il est néces-
saire pour chaque individu de pouvoir maintenir le plus
possible I’intégrité de son génome. De ce fait, on a long-
temps considéré le taux de mutation minimal comme le
meilleur (Kimura, 1967). Cette proposition a été conso-
lidée par la découverte de la fixité du taux de mutations
par génome (une mutation pour 300 génomes répliqués
pour les micro-organismes a ADN (Drake, 1991) et celle
de nombreux mécanismes antimutateurs. Ces systémes
impliqués dans le maintien de I’intégrité de I’information
génétique et de sa transmission sont retrouvés chez tous
les organismes vivants depuis les bactéries jusqu’a
I’'Homme (Wood et al., 2001) et interviennent a tous les
niveaux de la biochimie de I’ADN.

Certains agissent indirectement en protégeant I’ADN
des agents pouvant créer des modifications en les élimi-
nant de la cellule. D’autres mécanismes enzymatiques
contrdlent la qualité des bases disponibles pour la synthése
d’ADN et le bon état de I’ADN présent dans les cellules,
et le réparent si nécessaire. Par ailleurs, la fidélité de poly-
mérisation des ADN polymérases responsables de la répli-
cation de I’ADN est primordiale pour que I’information
génétique soit correctement transmise aux descendants
(Petruska & Goodman, 1985 ; Echols & Goodman, 1991).

E. coli a accumulé un grand nombre de systemes de
réparation. Cette accumulation de mécanismes parfois
redondants est en accord avec 1’idée que les mutations
sont avant tout un frein au développement cellulaire. Les
contraintes empéchant d’atteindre un taux de mutation
nul sont la rapidité¢ de la réplication et le cott énergétique
des systémes antimutateurs plus efficaces (Drake, 1991).
De plus, les mutations sont, avec le transfert horizontal
d’ADN, la seule possibilit¢ d’augmenter la variabilité
génétique. Cette valeur minimale du taux de mutation
pourrait étre suffisante pour fournir la variabilité géné-
tique sur laquelle agit la sélection naturelle.

La mutation, un carburant de I’évolution

L’évolution peut en effet étre considérée comme le
résultat d’un tri effectué par la sélection naturelle parmi

les mutations apparues de manicre aléatoire dans une
population a chaque nouvelle génération.

Les théories de I’évolution tentent de décrire les pro-
cessus évolutifs responsables de I’existence de la diver-
sité biologique. Comme ces processus sont actifs en per-
manence, 1’évolution peut s’étudier expérimentalement
au laboratoire (Lenski, 1992). L’évolution est, par défi-
nition, dynamique et ne peut s’étudier en s’affranchissant
d’un parametre temporel. Une étude portant sur I’évolu-
tion des populations doit non seulement prendre en
compte un grand nombre d’individus mais aussi de géné-
rations. Ces limites ont restreint les expériences d’évo-
lution a I’observation de populations d’individus ayant
un temps de génération court et dont on peut facilement
entretenir une population nombreuse.

Les bactéries possédent ces deux avantages et un avan-
tage supplémentaire vient de la possibilité d’arréter leur
évolution, sans les tuer, en les congelant. Ainsi, il est
possible de comparer la valeur sélective d’une bactérie
ou d’une population ayant évolué dans un milieu de cul-
ture pendant plusieurs générations avec celle de son
ancétre conservé au froid.

Grace aux modeles bactériens, pionniers dans la com-
préhension de nombreux systémes biologiques, il est
aussi possible d’étudier in vivo les mécanismes de 1’évo-
lution.

Les organismes vivants sont en permanence confron-
tés a des variations de 1’environnement dans lequel ils
résident ou a des changements d’environnement. Ils doi-
vent donc mettre en ceuvre des stratégies leur permettant
de s’adapter a ces modifications. IIs possedent des méca-
nismes qui leur permettent de répondre aux variations
environnementales.

Les principaux facteurs environnementaux suscep-
tibles de varier sont la nature et I’abondance des nutri-
ments présents, la pression osmotique, la température, le
pH, etc. IlIs peuvent varier dans de vastes gammes de
valeur. Cependant, au sein d’un méme écosysteme et
dans une niche donnée, ces variations sont probablement
plus faibles. Comme chaque espece de bactérie ne se
développe que dans un nombre restreint de milieux, elle
ne rencontrera qu’un nombre limité de combinaisons de
ces différents paramétres. De ce fait, ’action simultanée
de seulement quelques systemes de régulation de
I’expression génétique, en réponse aux variations envi-
ronnementales, peut suffire a assurer la survie et la per-
manence d’une espéce dans son environnement primaire,
mais aussi dans les environnements secondaires qu’elle
est susceptible de rencontrer.

Les populations bactériennes confrontées de maniere
prolongée a un environnement défavorable au sein
duquel les mécanismes intervenant normalement dans la
régulation de I’expression de leurs génes ne leur per-
mettent pas de fournir une réponse adaptative adéquate
risquent I’extinction. Les mécanismes existants se révé-
lant inefficaces, il est alors indispensable d’en «inven-
ter» de nouveaux pour survivre.

I a ét¢ montré que le taux de mutation des bactéries
n’était pas constant, mais pouvait varier d’une souche a
I’autre. Il existe des mécanismes capables de faire varier
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le taux de mutation des individus qui les portent. Ces
mécanismes sont eux-mémes sous controle de facteurs
génétiques, et sont, comme les autres, soumis a la varia-
tion (la mutation), donc susceptibles d’évoluer, et soumis
a la sélection. Comme ils ont été retenus au cours de
I’évolution, leur existence a modifié la vision classique
que ’on avait des mutations, car ils remettent en cause
I’hypothese selon laquelle le taux de mutation doit étre
minimal. Muter plus pourrait étre une maniére de s’adap-
ter a un éventuel changement d’un parameétre physico-
chimique du milieu dans lequel une cellule réside. Une
population possédant un polymorphisme génétique
important pourrait augmenter ses chances de persister
dans un écosystéme qui évolue.

Des systémes générateurs de mutations

On peut distinguer les systémes générateurs de muta-
tion en fonction de leur action dans le temps et dans
I’espace. Celle-ci peut s’appliquer a tout ou seulement a
certaines parties du génome, étre le résultat d’un stimu-
lus de I’environnement ou étre active en permanence

indépendamment des conditions extérieures. On parle’

alors selon le cas de mutagenese localisée ou généralisée,
inductible ou constitutive (Tableau I).

La présence de répétitions successives d’une courte
séquence d’ADN (de 1 a quelques nucléotides seule-
ment) peut étre a 1’origine de glissements de I’ADN
polymérase lors de la réplication de I’ADN, (Levinson &
Gutman, 1987) et provoquer ’ajout ou le retrait d’un ou
de quelques nucléotides. Comme elle dépend de la
séquence d’ADN, la fréquence d’apparition des muta-
tions n’est pas distribuée uniformément sur le génome.
Ces séquences considérées comme des points chauds de
mutation sont des systémes mutateurs constitutifs loca-
lisés. Il sont retrouvés dans les loci de contingence qui
sont largement représentés sur le génome de certaines
bactéries pathogénes (Moxon et al., 1994).

Dans certaines conditions de stress, I’environnement
peut induire une augmentation de la fréquence de muta-
tion méme en I’absence de source exogeéne de lésion de
I’ADN (Taddei et al., 1995). Il est alors question de
mutagenese inductible. Le cas le plus étudié est lié¢ a
I’augmentation transitoire du taux de mutation dans des
populations bactériennes en condition de carence (Rosen-
berg et al., 1998 ; Foster, 2000 ; Rosenberg, 2001).

TABLEAU 1. — Exemple des différents types de mécanismes
mutateurs en fonction de leur action dans le temps et dans I'espace.

Temps
Types de mutateurs —
Inductibles Constitutifs
Localisés Eléments mobiles  Séquences répétées
Q
Q
=4 i
A Inactivation des
Généralisés Réponse SOS  systémes de réparation
de ’ADN

Le déplacement d’¢éléments mobiles présents dans le
génome des bactéries peut dépendre des conditions envi-
ronnementales (Eichenbaum & Livneh, 1998). Ils peu-
vent provoquer |’apparition de mutations a la fois au site
qu’ils quittent ainsi qu’a celui dans lequel ils s’insérent
(Chao & Cox, 1983). Si le site d’insertion est défini par
une séquence précise d’ADN, alors I"augmentation de la
mutagenese est induite et localisée.

La réponse SOS est un mécanisme mutateur inductible
généralisé. Elle intervient dans la réparation de I’ADN et
est induite chez E. coli par la présence de cassures de
I’ADN. La réparation se fait par différents mécanismes
dont des polymérases capables de restaurer une molécule
d’ADN fonctionnelle en passant outre les lésions. Cepen-
dant, cette réparation se fait parfois en introduisant une
mutation. Les polymérases induites en condition de
réponse SOS ont ainsi une activité mutatrice (Radman,
1999). Dans ce cas, la mutagenése induite est générali-
sée a I’ensemble du génome.

L’existence de tels systemes a modifié¢ la vision clas-
sique que I’on avait des mutations. La sélection associce
au milieu ou se trouvent les bactéries va retenir le taux
de mutation de la population ayant la valeur adaptative
la plus forte. Ce taux n’est pas constant, mais varie avec
les conditions de vie des cellules.

Bactéries mutatrices

La perte, ou la modification, d’un des systémes impli-
qués dans le maintien de I’intégrité de I'information
génétique peut entrainer pour la cellule une augmentation
de la fréquence a laquelle elle génére des mutations. On
parle alors de phénotype mutateur constitutif généralisé
et on qualifie communément de mutatrices les cellules
ayant un taux de mutation spontané élevé (on définit un
allele mutateur comme la forme d’un géne qui provoque
une augmentation du taux de mutation de la cellule).

Incidence des bactéries mutatrices
dans les isolats naturels

Plusieurs articles rapportent la présence de bactéries
mutatrices dans des isolats naturels bactériens. Les obser-
vations faites sur des isolats de Pseudomonas aerugi-
nosa (Oliver et al., 2000), de salmonelles (LeClerc et al.,
1996), ou d’E. coli montrent qu’en fonction des souches
et de leur provenance il y a entre un et quelques dizaines
de pour cent de bactéries mutatrices. (Treffers er al.,
1954 ; Jyssum, 1960 ; Gross & Siegel, 1981 ; LeClerc et
al., 1996 ; Matic et al., 1997). Ces proportions sont trou-
vées chez les bactéries commensales comme chez les
pathogenes. Ces études ont montré qu’environ un pour
cent des souches isolées avait un taux de mutation cent
fois supérieur a celui attendu di a une inactivation du
systeme de réparation des mésappariements de base
(SRM) par la présence de mutations dans les genes mutS
et mutL (LeClerc et al., 1996 ; Matic et al., 1997 ; Oli-
ver et al., 2000)

Cette fréquence est environ cent fois supérieure a la
fréquence attendue compte tenu de la probabilité d’appa-
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rition d’une mutation conférant un caractére mutateur
(LeClerc et al., 1996 ; Taddei et al., 1997 ; Boe et al.,
2000). Ces observations une fois encore remettent en
cause la nécessité d’un taux de mutation le plus faible
possible, et suppose la possibilité d’un avantage sélec-
tif pour les alleles mutateurs.

La sélection des mutateurs constitutifs

On ne peut écarter le fait que la sélection des muta-
teurs constitutifs se fasse pour I’absence du mécanisme
de réparation de I’ADN ou pour une conséquence de
cette absence. Il a été suggéré par exemple que ces
mutations pourraient augmenter la vitesse de la répli-
cation en diminuant sa fidélité. Cependant, dans la
majorité des études d’évolution expérimentale, la sélec-
tion de bactéries mutatrices ne semble pas directe mais
due a une sélection de second ordre (Tenaillon et al.,
2001). Plus que pour une meilleure adaptation a un
environnement donné, les mutateurs sont sélectionnés
pour leur capacité a générer de la diversité génétique
par les mutations adaptatives présentes au sein de cette
diversité. La sélection associée au milieu dans lequel se
trouvent les cellules va retenir le taux de mutation de
I’individu ayant la valeur adaptative la plus forte. Ce
taux n’est donc pas obligatoirement minimal. De
méme, il n’est pas obligatoirement optimal, dans le
sens ou il ne garantit pas une meilleure adaptabilité
aux cellules.

De nombreux travaux ont été réalisés pour mieux
comprendre le role évolutif des bactéries mutatrices. Des
observations expérimentales et des études théoriques ont
montré qu’effectivement, si le caractére mutateur dimi-
nue les chances de survie de I’individu qui le porte, il est
en revanche un avantage sélectif au niveau d’une popu-
lation clonale (Nestmann & Hill, 1973 ; Cox & Gibson,
1974 ; Painter, 1975). Etre mutateur est donc un handi-
cap au niveau d’une cellule car la probabilité de générer
des mutations altérant la valeur sélective est ¢élevée. En
revanche, une population composée d’individus muta-
teurs a plus de chances de survivre a différentes pressions
de sélection qu’une population d’individus ayant un taux
de mutation plus faible. Le passage du désavantage indi-
viduel a I’avantage de la population fonde le paradoxe
des mutateurs (Lenski, 1992). Plus récemment, deux
études ont montré que la possibilité de sélectionner des
souches mutatrices au sein de populations ayant un taux
de mutation bas (Sniegowski ef al., 1997 ; Taddei ef al.,
1997).

TAUX DE MUTATION ET ADAPTATION
DES BACTERIES AU TUBE DIGESTIF

Les travaux sur les mutateurs décrits ci-dessus se sont
limités soit a la recherche de la présence de mutateurs
dans la nature soit a I’étude de leur impact sur 1’évolu-
tion d’une population bactérienne in vitro. Parmi les tra-
vaux réalisés in vitro, I’environnement des bactéries étu-
diées a toujours été une culture de laboratoire, dans un

milieu stable. Nous avons voulu développer une nou-
velle dimension a I’étude du role des bactéries muta-
trices dans 1’évolution des populations bactériennes en
¢étudiant une souche bactérienne dans son environnement
primaire.

Nous avons ainsi étudié¢ expérimentalement I’impact
du taux de mutation de souches d’E. coli sur la coloni-
sation du tube digestif de souris a flore contrélée. Ces
animaux, exempts de tout microorganisme, vivent dans
des isolateurs qui les protégent de toute contamination
extérieure. Les seules bactéries qu’ils peuvent rencontrer
sont celles que I’expérimentateur introduit dans I’isola-
teur (Fig. 1). Ce modele reste, bien siir, un outil simpli-
fié par rapport aux conditions naturelles ou E. coli coha-
bite avec plus de 400 espéces dans |’intestin, mais
néanmoins il est plus écologiquement rationnel et permet
d’approcher les conditions de la colonisation originelle
du tube digestif de maniére controlée et reproductible. A
I’aide de ce modele, nous avons étudi¢ si la fréquence de
mutation d’une souche bactérienne peut affecter sa capa-
cité a coloniser le tube digestif et quels sont les coiits et
bénéfices liés a un taux de mutation élevé.

FIG. 1. — Schéma d’un isolateur. Les souris sont hébergées dans
une enceinte stérile ventilée a travers des filtres (A). L’isolateur est
équipé de différents systémes de sas stérilisables (B : sas, C : tubu-
lure et D : porte rapide) permettant I'introduction et la sortie de
matériel sans rompre la stérilité de I’enceinte.

Avantage des bactéries mutatrices

La premiére partie des travaux a consisté a inoculer a
des souris deux souches d’E. coli, I'une sauvage, |’autre
mutatrice dont nous avons inactivé le géne mutS, ces
souches étant isogéniques par ailleurs. Une premiere
compétition est réalisée en inoculant a chaque souris
environ 1 x 10 bactéries de chaque type. Ces deux popu-
lations se développent et colonisent le tube digestif. Peu
a peu la population sauvage ne représente plus qu’une
trés faible part de la population totale et les mutateurs
s’implantent durablement (Fig. 2).

Si I’avantage des mutateurs est dii a leur capacité a
générer rapidement des mutations adaptatives plutot qu’a
un effet pléiotrope de 1’alléle mutS- alors deux prédic-
tions peuvent étre faites :

— les caracteres favorisant I'implantation dans le tube
digestif doivent étre transmissibles ;



SEANCE DU 18 JuiN 2003 393

7-
= 67 Ex-mutS/mutS”*
3[4 mutS/mutS*
w
2
S
2 2
[+
= 1
g 0
8 ictsty
Ll
§: 5 mutS7/ 5x10*mutS*
W -4
© !
7 =5
S\ 1 [ 1 1
> 0 10 20 30 40 Jours

trices. Chaque point représente la moyenne du logarithme du rap-
port mutS-/mutS+ mesuré dans chaque souris. Le jour 0, des sou-
ris axéniques sont inoculées soit avec 1,4 x 10* mutateurs et
1.6 x 10° sauvages (@), soit avec 6,3 x 10° mutateurs et 2,9 x 10’
sauvages (A), soit avec 3,6 x 10* bactéries ayant passé 42 jours
comme mutateur en compétition dont 1’allele murS- a été restauré
(Ex-mutS-) et 3,1 x 10" sauvages (Q).

— la taille de la population sauvage inoculée doit
influencer I’issue de la compétition. En effet, la proba-
bilité d’apparition d’une mutation donnée dans une popu-
lation augmente donc avec le nombre de génomes répli-
qués, c’est-a-dire avec la taille de la population et sa
vitesse de croissance.

Pour vérifier que les caracteres a 1’origine de 1’éli-
mination de la population sauvage sont héritables, un
clone mutateur a été isolé de la population dominante
a la fin de la compétition, et modifié afin de lui resti-
tuer un alléle mutS sauvage. Cette souche n’est donc
plus mutatrice (Ex-mutS-). Elle a ensuite été mise en
compétition avec une souche sauvage dans des condi-
tions identiques a la premiere compétition. Dans ce cas,
les différences entre les souches compétitrices sont
I’ensemble des mutations acquises par les ancétres de
la souche reconstruite lors de leur séjour dans le tube
digestif des souris. Cette compétition se solde de nou-
veau par une élimination de la souche sauvage (Fig. 2).
Cette disparition ne peut plus ici étre attribuée a I’alléle
mutS- mais bien aux mutations générées par les souches
mutatrices dont descend la souche préadaptée. De plus
I’éviction du tube digestif de la population sauvage se

fait plus tot que dans la compétition de référence. La
souche modifiée portant déja les mutations nécessaires
a sa victoire, le temps que ces ancétres ont passé a les
générer est gagné.

Pour vérifier I'influence de la taille de la population
mutatrice sur son implantation, nous avons réalisé¢ des
compétitions ou les mutateurs représentent non plus la
moitié¢ des bactéries inoculées aux souris mais 1/5000 de
la population totale (Fig. 2). Comme dans la compétition
1/1, nous inoculons environ 1 x 10* bactéries mutatrices
a chaque souris. Dans ce cas, ¢’est la population muta-
trice qui est éliminée. Ces résultats confirment que
I’avantage des bactéries mutatrices provient effective-
ment de leur capacité a générer des mutations adapta-
tives.

Par ailleurs nous avons étudié I'¢volution du taux de
mutation des populations bactériennes inoculées avec
une souche d’E. coli soit mutatrice (mutS-) soit sauvage
(mutS+). Pour cela nous avons suivi la fréquence d’appa-
rition d'une mutation conférant la résistance a la rifam-
picine (fRif%).

Durant les premiers jours de la colonisation, nous
avons observé une augmentation transitoire de la fRif®
(Fig. 3). Cette augmentation s’observe aussi bien pour les
populations mutatrices que sauvages. Les premiers jours
de colonisation passés, généralement, le taux de mutation
se stabilise (Fig. 3A).

Nous avons alors pu observer I’émergence de bactéries
mutatrices dans certaines populations sauvages, ainsi que
celle de bactéries hypermutatrices au sein des popula-
tions mutatrices. Dans la plupart des cas, nous observons
des fluctuations de la taille de la population résistante a
la rifampicine. Ces augmentations transitoires peuvent
étre plus ou moins longues en fonction des populations
(Fig. 3B et C). Dans ce cas, nous n’avons pas recherché
la présence d’une population mutatrice émergente, bien
qu’elle soit plausible et ait déja été observée dans d’au-
tres conditions (Notley-McRobb & Ferenci, 2000).

Coiits liés 2 un taux de mutation élevé

D’autre part, si nous avons pu détecter des clones
ayant un taux de mutation réduit dans certaines popula-
tions mutatrices, en revanche nous n’avons jamais
observé de réduction compléte du taux de mutation de
la population, méme aprés 400 jours de colonisation,
bien que I'inactivation du gene mutS soit due a une
mutation ponctuelle et donc qu’un all¢le sauvage puisse
étre restauré par une mutation reverse. Lors de ces
études nous observons généralement un polymorphisme
du taux de mutation, non seulement entre deux popula-
tions bactériennes présentes dans deux souris partici-
pant a la méme expérience, mais aussi au sein d’une
méme population dans un tube digestif. Dans les condi-
tions expérimentales, la pression de sélection pour un
taux de mutation moins ¢élevé doit donc étre assez faible,
les bactéries mutatrices ne semblent pas souffrir de leur
taux de mutation élevé. Le coat lié a la génération de
mutation délétere est probablement compensé par la
taille de la population.

- X WO
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F1G. 3. — Exemple d’évolution de la fréquence de bactéries résistantes a la rifampicine dans les populations sauvages. Fréquence de bac-
téries résistant a la rifampicine dans la population (M, échelle de gauche). La taille de la population totale est donnée comme indication (O,
trait pointillés, échelle de droite). A : Cas le plus fréquent ou la population rif® reste basse. B : population ol on observe une augmentation
transitoire de la population rif® (5 cas observés sur 26). C : population ol une augmentation de la taille de la population rif* se maintient

pendant plusieurs dizaines de jours (1 cas observé sur 26).

Nous avons aussi suivi I’apparition de mutations inac-
tivant les génes nécessaires a la synthese des acides ami-
nés. Ces mutations sont pour la plupart neutres dans le
tube digestif ou la disponibilité de ces métabolites est
importante mais empéche la croissance des bactéries sur
un milieu minimum. Nous avons pu observer que ces
mutations s’accumulent rapidement dans les populations
mutatrices, mais restent rares dans les populations sau-
vages (Fig. 4).

Ces résultats montrent qu’au cours de leur passage
dans I’intestin, les mutateurs accumulent, en plus des
mutations adaptatives, des mutations neutres dans cet
environnement. Certaines peuvent ainsi entrainer la perte
de caractéres qui ne leur sont pas utiles dans cet envi-
ronnement mais dont I’absence peut leur étre fatale dans
d’autres conditions. En fait le mutateur se spécialise peu
a peu a I’environnement qu’il colonise et diminue ses
chances de pouvoir en coloniser un autre méme s’il y a
déja résidé. Si on considére le génome comme une
mémoire des environnements déja rencontrés, on peut
considérer ces pertes de fonctions comme une amnésie
génétique des mutateurs.

Impact des traitements antibiotiques
sur la sélection de bactéries mutatrices

Nous avons aussi suivi I’évolution du taux de mutation
de populations bactériennes résidant dans le tube diges-
tif de souris auxquelles nous avons administré des trai-
tements antibiotiques. Nous avons pu observer que la
sélection imposée par I’antibiotique pouvait favoriser
I’émergence de clones mutateurs et résistants au sein de
ces populations. En sélectionnant des mutants portant
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FIG. 4. — Les bactéries mutatrices accumulent les mutations
délétéres. Deux lots de souris ont été inoculées soit avec une
souche d’E. coli mutatrice (mutS-), soit avec une souche sauvage
(mutS+). A différent temps, 50 clones de chaque population ont été
testés pour leur capacité a pousser sur milieu minimum et leur
taux de mutation. Le pourcentage moyen d’auxotrophe est présenté
en gris pour les populations issues d’un ancétre mutateur. Pour les
populations sauvages la partie noire de la colonne représente la part
du pourcentage moyen d’auxotrophe dii a des clones dont le taux
de mutation est resté bas et la partie blanche la part du pourcen-
tage moyen d’auxotrophe dii a des clones mutateurs ayant émergé
spontanément au sein de ces populations.

des alleles de résistance, une antibiothérapie sélectionne
simultanément des alléles qui augmentent le taux de
mutation. Ces all¢les sont probablement a I’origine de la
génération des mutations conférant la résistance, ce qui
augmente la probabilité d’échec d’un nouveau traitement
(Giraud et al., 2002). Un taux de mutation élevé favorise



SEANCE DU 18 juiN 2003 395

aussi la fixation de mutations compensatoires qui rédui-
sent le colt associé aux geénes de résistance (Bjorkman
et al., 2000). L’abondance de mutations adaptatives
(résistance + mutations compensatoires), liée a 1’arrivée
d’un antibiotique dans le milieu, favorise I’émergence de
bactéries mutatrices. Elles peuvent ainsi rapidement
devenir multi-résistantes aux antibiotiques et représentent
donc un facteur de risque lors du traitement de maladies
infectieuses. Comme des bactéries mutatrices sont isolées
dans de nombreux cas d’infection, il pourrait étre perti-
nent d’adapter I’antibiothérapie en fonction du taux de
mutation des bactéries pathogénes.

CONCLUSIONS SUR CES TRAVAUX
ET LEURS IMPLICATIONS

Nous avons pu montrer que les bactéries mutatrices
ont un avantage sur des bactéries sauvages lors de la
colonisation du tube digestif. Cet avantage adaptatif des
bactéries mutatrices sur celles qui ont un taux de muta-
tion normal vient de leur capacité a générer plus rapide-

ment les mutations adaptatives qui vont assurer leur -

maintien dans I’écosystéme. Parallelement a cette spé-
cialisation a I’environnement ou ils se trouvent, les muta-
teurs accumulent des mutations neutres qui peuvent
s’avérer déléteres ou létales dans un environnement
secondaire (Giraud ef al., 2001).

Chaque environnement naturel est associé¢ a une pres-
sion de sélection et a des conditions écologiques spéci-
fiques qui vont probablement favoriser la sélection d’un
taux de mutation plutét qu’un autre. Le cout pour les
bactéries mutatrices dii a ’accumulation de mutations
s’observe si elles se trouvent dans un environnement ot
les changements sont récurrents ou si elles évoluent a tra-
vers un nombre limité d’environnements stables. Dans un
environnement ou chaque changement est original, alors
les bactéries mutatrices pourraient apporter une réponse
adaptative. L arrivée successive de molécules antibacté-
riennes dans le milieu, comme des antibiotiques ou des
anticorps, peut créer ce type de conditions (Giraud et al.,
2002). C’est pourquoi il est possible que dans certaines
pathologies les bactéries mutatrices aient un avantage
sur des bactéries ayant un taux de mutation plus faible.
Tel est vraisemblablement le cas de populations d’E. coli
dans les infections urinaires (Denamur et al., 2002) ou de
Pseudomonas aeruginosa colonisant les poumons de
patients atteints de mucoviscidose (Oliver et al., 2000).
La sélection de mutateurs dépend de la force de la sélec-
tion imposée par I’environnement, et aussi de la taille et
du nombre de générations de la population pendant
I’infection. Dans les cas cités ci-dessus, les infections
peuvent étre longues, les populations sont généralement
clonales, de taille importante et dans un milieu permet-
tant une croissance rapide. Les mémes contraintes pour-
raient expliquer que, dans d’autres types d’infections
comme dans les pus, on trouve rarement de mutateurs, ou
méme que les souches isolées de septicémies aient un
taux de mutation plus bas que la moyenne des isolats
naturels (Denamur ef al., 2002).
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