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INTRODUCTION






Introduction

La découverte des antibiotiques est tres réceteegbremiéere utilisation thérapeutique
ne remonte que vers la fin de la premiére moitiéXaif™® siécle. Avancée pionniére de la
médecine contemporaine, l'introduction des antiiets a contribué a la progression de
l'espérance de vie observée dans la derniére pautiXX®™® siécle selon I'organisation
mondiale de la sante (OMS) (https://apps.who.iide-¢émoire, No 194, Janvier 2002).

Cependant, peu apreés leurs premieres utilisatiengremiers cas de souches résistantes furent
identifiées : en 1939 pour les résistances auwsathides, 1941 pour celles a la pénicilline, et
1946 pour celles a la streptomycine (Wax, 2008ypparition de souches résistantes n’a pas
posé de probléme tant que de nouvelles molécugsnétrégulierement développées, mais la
réduction de la découverte de nouvelles ciblesaffgrtiques vers la fin des années 70 et
'augmentation en parallele du nombre de bactfradsogénes résistantes et multirésistantes,
ont sérieusement compromis 'efficacité des mokésuactuelles. Aux Etats-Unis en 2006, 18
964 déces liés aux infections par des soucheStdphylococcus aureugsistantes a la
méticilline (SARM) ont été recensés. La comparaiavac les 14 627 déces infligés par le
syndréme d’'immunodéficience acquise (SIDA) danséene pays et la méme année, souligne
le probleme de santé publique majeur lié a uneessaliche multi-résistante d’'un pathogéne
dans un pays industrialisé (Somreeal, 2009). Par ailleurs pour un hépital, les coiéis & la
résistance aux antibiotiques s’éléveraient au minima 13,35 millions de dollars par an
(Robertset al, 2009). La maitrise de la résistance aux antdpies est ainsi devenue un enjeu

de santé publique prioritaire dans de nombreux paitsstrialisés.

L’intérét suscité par les enjeux liés a la résistaaux antibiotiques a mené de plus en
plus de chercheurs a travailler sur le sujet, absant a la découverte de nombreux mécanismes
d’adaptation bactérienne. Parmi les modalités diesitipn de la résistance aux antibiotiques,
le transfert horizontal de genes est un élémentBiférents éléments génétiques sont
impliqués dans ce transfert de genes. A c6té desritles et des transposons, les intégrons,
plus récemment décrits vers la fin des annéeso8@ni un role majeur dans l'acquisition et
'expression de genes de résistance aux antibegignotamment chez les bactéries a Gram
négatif. Aujourd’hui, alors que I'implication destégrons dans l'adaptation bactérienne au-
dela de la résistance aux antibiotiques est avigé@éle d’une partie de ces intégrons, parfois
nommes intégrons de résistance (IR), dans la disa#ion de la résistance aux antibiotiques

et notamment chez des souches d'intérét clinigumagur.

Au cours des 10 dernieres années, la problématigua résistance aux antibiotiques

s’est etendue au-dela des contextes cliniquestétivaires, et le milieu environnemental est



Introduction

devenu de plus en plus étudié a la fois comme téaept source de I'antibiorésistance. Ainsi
une augmentation globale de la résistance aux iatigibes dans I'environnement serait
observée. Bien que les causes et les facteurairesteore mal connus, cette augmentation est
principalement attribuée a la pollution anthropicagssi bien par des facteurs biotiques

gu’abiotiques.

Dans I'optique d’'une compréhension des mécanismds kEsistance aux antibiotiques
et donc, d’'une certaine facon de son contrblegtaadion des IR peut étre primordiale. Ainsi
différentes approches peuvent étre menées, statrme de bilan (mesure de I'antibiorésistance
sur des sites anthropiseés, tels que des sitesuifé@stde soins, des bassins versants, des lieux
d’élevage, des sites d’activités agro-alimentajresjt en terme d’évaluation des risques
(notamment dans le cadre de la réutilisation des)eaoit en terme de procédés (modifications

de traitements existants, désinfection).

L’objectif du travail présenté est de caractérisar dissémination globale de

I'antibiorésistance dans I'environnement au travkrs

» L’évaluation de la faisabilité de la mesure globddel’antibiorésistance en utilisant les IR
comme biomarqueur.

* L’estimation des quantités de ce biomarqueur dass effluents issus de différentes
activités (hospitalieres, industrie de producti@msformation de la viande). Cette partie
s’integre dans le programme de recherche de 'TANFOEECH DEFIViande et dans le
programme de recherche SIPIBEL (http://www.grag/gnaie/sipibelpublic/a-
sipibel.htm).

* La caractérisation de l'efficacité de procédésrd#ement des effluents d’établissements
de soins sur la dissémination des IR, ces efflusiatg considérés comme g¢eénts chauds
potentiels. Cette étude est menée dans le cadgradgmamme INTERREG IVB NWE
PILLS.

* La mise en exergue de I'impact d’effluents hosjatalsur la biomasse bactérienne active
des procédés biologiques traditionnels des statigduration (STEP) urbaines, travaux

menés en collaboration avec les recherches doesodal Moussab Alrhmoun.

Le présent manuscrit est divisé en :
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Unesynthése bibliographiquedes travaux récents dans ces domaines transvexgaox

Une vue d’ensemble sur I'émergence de la dissémmde la résistance aux antibiotiques
a différentes échelles.

Une synthese sur I'état des recherches effecaiéda résistance aux antibiotiques dans
les effluents anthropisés et plus particulierensemtl’influence des effluents hospitaliers
et d’abattoirs dans la dissémination de I'antibs@stance.

Un résumé des études réalisées sur 'effet dagdés de traitement des effluents sur la
résistance aux antibiotiques.

Un point sur I'implication des IR en tant que sugip@énétiques de la dissémination de la
résistance aux antibiotiques dans I'environnem@ette partie est présentée sous la forme
d’une revue publiée damsontiers in microbiologyen 2012.

Une partie ésultatset discussion avec quatres volets:

Le bilan quantitatif des IR dans un panel d'effliseet de résidus biologiques solides afin
d’avoir une vue d’ensemble, et de cibler les awes pour lesquels le risque de
dissémination de I'antibiorésistance semble impartd 'efficacité des procédés de
traitement classiques et avanceés des effluentieste dans cette partie.

L’influence d'un effluent hospitalier sur la bionsasépuratrice a I'échelle pilote. Ces
travaux sont présentés sous la forme d’'un artmlenss a publication.

L’impact d’'un effluent hospitalier sur la disséntioa des IR et leur contenu en cassettes
de gene (CG) de résistance, évalué au niveau dwpee de I'eau (de I'effluent jusqu’a
la riviere). Ces travaux sont également présentés & forme d’'un article soumis a

publication.

Finalement, une syntheése et les conclusions g@&sédas différents résultats et discussions

abordés au cours de ce manuscrit seront préseatees de conclure ce manuscrit sur quelques

perpectives comme autant de propositions de saitestravail.
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Etude bibliographique

1 EMERGENCE DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES, ET
RELATION AVEC L’ENVIRONNEMENT.

1.1 Origines et fonctions des antibiotiques et de il@atésistance

1.1.1 Les antibiotiques

Le terme d’antibiotique est utilisé pour définiute molécule organique inhibant ou
détruisant des bactéries. Pour cela, les antibiesicagissent par interaction avec des cibles
bactériennes spécifiques afin d’inhiber des voi€étaboliques majeures. Les cibles les plus
courantes sont impliquées dans la synthése derda lpgctérienne, la synthése des protéines,
ou la réplication et la synthése d’ADN. Selon l#des d’action ou la nature chimique des
molécules, une vingtaine de classes d’antibiotigemst distinguées, parmi lesquelles une
dizaine est plus couramment employée, comme3dextamines, les aminoglycosides, les
tétracyclines, les quinolones, les sulfonamides, neacrolides... Une grande partie des
antibiotiques utilisés en thérapeutique est sogitément synthétisée par des microorganismes,
ou soit dérivée de molécules produites par cesamiganismes. Quelques microorganismes
environnementaux comme les bactéries du gétmaptomycesou des champignons du genre
Penicillium contribuent a la majeure partie de la productiortet antibiotiques. Néanmoins
certaines molécules, comme les sulfonamides, aéthoprime, le chloramphénicol, la

ciprofloxacine sont des antibiotiques synthétiques.

L’origine et la fonction des antibiotiques naturstst encore mal connues. Certaines
voies de biosynthese d’antibiotiques auraient égjaté il y a plus de 240 millions d’années
(Baltz, 2008). Concernant leur réle dans I'envirement, ils fourniraient un avantage sélectif
pour les microorganismes producteurs dans la catigmépour des niches écologiques. Cette
vision peut méme s’étendre jusqu’aux organismeserseyrs, tels que les plantes, qui
produisent de maniére constitutive des moléculébiatiques leur assurant une protection
naturelle et efficace contre des bactéries pathegy&dependant, des données récentes semblent
indiquer que la fonction originelle de certainslaiotiques serait tout autre que celle qu’on leur
a attribuée. Ainsi pour certains antibiotiquesaibté montré qu'a des concentrations sub-
inhibitrices, c’est-a-dire en deca du seuil dedi&ibactérienne et correspondant probablement
aux concentrations retrouvées dans I'environneneestolécules agiraient comme des agents

de signalisation bactérienne (Fajardo et Martige9g).
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1.1.2 L’antibiorésistance

La résistance aux antibiotiques par les bactérsscenférée par des mécanismes
résumes dans la figure 1 : certains permettenggridr les interactions antibiotique/cible par
modification de la cible ou de I'antibiotique, dtees permettent I'élimination de I'antibiotique

de la cellule ou d’en empécher leur intrusion.

Aminoglycosides
B-lactams Aminoglycosides

. -lactams
Decreased influx B .
Macrolides

Quinolones
Tetracyclines

Antibiotic

Target site alteration

Aminoglycosides
Aminoglycosides B-lactams
Amphenicols Fluoroquinolones
Antifolates Glycopeptides
p-lactams % Macrolides
Glycopeptides Rifamycins

Rifamycins = Tetracyclines
i Target amplification i

Sulfonamides
Trimethoprim

Figure 1 : Présentation des meécanismes de résestamnc antibiotiques par les bactéries.
D’apres Schmieder et Edwards (2012).

Pour chacun des mécanismes, plusieurs famillesustgroupes de protéines peuvent
étre impliqués (tableau 1). Cette diversité medais et enzymatique se traduit par une grande
diversité de génes impliqués dans la résistance aafibiotiques. Par exemple pour les
aminoglycosides, 4 types de mécanismes de résistant été décrits, parmi lesquels
l'inactivation de I'antibiotique est tres fréquemteez les souches résistantes. Cette inactivation
peut étre réalisée par 3 types d’enzymes diffésentées acétyltransférases (AAC), les
nucléotidyltransférases (ANT), et les phosphotramasies (APH), pour lesquelles plusieurs
sous-familles existent selon la réaction catalysBeur les AAC, l'acétylation des
aminoglycosides peut étre catalysée en 4 positidférentes. Ainsi 4 groupes d’AAC sont
décrites (AAC(1), AAC(3), AAC(2"), et AAC(6")), guselon leurs substrats sont regroupées en
sous-groupes, pouvant aller jusqu’a 9 déclinaigamg les AAC(3). Finalement chacune de
ces déclinaisons d’enzymes est codée par des génesesquels jusqu’a 50 variants ont été
décrits. Pour leg-lactamines, environ 1 253 variants de genes dhtpébposés comme

conférant une résistance acquise (tableau 1).
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Tableau 1 : Exemples de la diversité protéiqu&rétique impliqguée dans la résistance acquise
a certaines familles d’antibiotiques. Tableau s&ak partir des revues bibliographiques de

Ramirez et Tolmasky (2010) et Mullaeyal. (2011)

Famille nombre de
R Mécanisme Protéines variants de exemple de famille de géne
d'antibiotique N
géne
Aminoglycosides Inactivation deAcétyltransférases 80 aacA, sat
lantibiotique “cigotidyltransférases 37 aadA, aadB
Phosphotransférases 32 aphA
Méthyltransférase 9 rmt
B-lactamines Inactivation dep-lactamase, "Amber classA" 594  blaggi, blarem, blacTx-m,
l'antibiotique blashy, blaces
B-lactamase, "Amber classB" 219 Dblame, blayim
B-lactamase, "Amber classC" 216 blacuy
B-lactamase, "Amber classD" 224 blaoxa
Chloramphénicol Inactivaton deacétyltransférases type A 16 catA
lantibiotique 3 ctyitransférases type B 6 catB
Efflux 8 cmlA, floR, fexA, cmrA
Quinolones Protection de lgrotéines de la famille des 8 anrA
cible "pentapeptide repeat protein 32 qnrB
1 gnrC
gnrD
4 qgnrS
Tetracyclines Efflux 26 tet
Protection de la 11 tet
cible -
Thriméthoprimes dihydrofolate réductase 41 dfrA, dfrB

Dans des environnements n'ayant aucun

impact agagémique, l'analyse

fonctionnelle de génes par des approches métaggnesha montré la présence naturelle de

déterminants génétiqgues impliqués dans des mécemisdiefflux ou d’inactivation

d’antibiotiques (Schmieder et Edwards, 2012). Rjéaéralement, une grande diversité de
genes de résistance y est détectée (D'Cetta., 2006; Allenet al, 2010; Schmieder et

Edwards, 2012). Ainsi, I'environnement constituenan vaste réservoir de déterminants

génétiques indirectement ou directement impliguéssdla résistance aux composeés

antimicrobiens, et plus couramment nommeé sousneetele « résistome » (Wright 2007; Allen

et al 2010). Ce résistome serait tres ancien. Il aesténé que l'apparition de certains

déterminants impliqués dans la résistance aux a@mbbiens serait antérieure a 'émergence

de la vie terrestre, mais les données restent epaocellaires. Par exemple, une estimation sur

! C'est-a-dire des approches fondées sur I'extractlies acides nucléiques totaux directement a pdetir

I’échantillon brut.
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'origine desB-lactamases, enzymes impliquées dans la résis@mceantibiotiques de la

famille desp-lactamines, situerait celle-ci a 2 milliards d’aées (Hall & Barlow 2004).

En parallele des antibiotiques, le développemetiagparition des genes de résistance
dans I'environnement et leur réle dans ce contegtent également controversés. Concernant
leur fonction, bien que leur expression par dedévas porteuses permette la survie de ces
dernieres en présence de concentrations inhilstded’ antibiotique correspondant, la présence
et le maintien de ces genes dans des environnemigs concentrations d’antibiotiques sont
bien en dessous des concentrations toxiques saoteemal expligués. De méme que les
antibiotiques ont probablement des fonctions awtesla compétition, les genes de résistance
ont sans doute des réles initiaux différents dé@sastance. Ainsi pour certains de ces genes, il
a été montré que leur fonction originelle auratadviée suite a la pression de sélection exercéee
par de fortes concentrations d’antibiotiques. Conaiéerit dans la revue de Martinez (2009),
chezProvidencia stuartiiune enzyme impliquée dans des modifications gtigheglycane, la
2'-N-acétyltransférase, est également capable d’irexctay gentamicine, un antibiotique de
structure similaire a son substrat classique. Dméae maniére, il a été suggeéré quefles
lactamases dériveraient de protéines impliquées darsynthese du peptidoglycane, les
« penicillin-binding proteins », et qui sont elle®mes la cible dg$lactamases (Martinest
al., 2009). Autre exemple, une grande famille de @nas rencontrées dans les bactéries
environnementales, les « pentapeptide repeatsiqsote présentent des similarités avec les
protéines impliquées dans la résistance aux quiesl¢antibiotiques synthétiques). La fonction
des « pentapeptide repeats proteins » n'est paplétament résolue, méme si une de ces
protéines a été rapportée comme étant un facteurésistance a un inhibiteur de la
topoisomérase, agissant de maniere analogue amnodjuinolones (Vettingt al, 2011). Ces
études expliquent, en partie, la raison pour ldgualrésistance aux antibiotiques est apparue
aussi vite aprés leurs premiéres utilisations feuiques, et le fait que des genes de résistance

persistent méme en absence de pression de sélection
1.2 Emergence de la résistance chez les souches padsge

Alors que les génes de résistance sont ubiquitdags I'environnement, la résistance
de souches pathogénes pour ’lhomme et 'animatdaur de la problématique) est tres récente
a I'échelle évolutive. En milieu clinique, parmslpremiéres observations réalisées sur le sujet,

une étude japonaise datant des années 60 faighid'éhe épidémie de dysenterie due a des
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souches d8higelladéveloppant rapidement des phénotypes de muistaése, conjointement

a l'introduction de nouveaux antibiotiques (Watamal063). Ces travaux faisaient partie des
premiers a décrire le caractere transférable dasta@ces vers des souches sensibles (figure
2A).

B years average

20 100
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Identification
of transfer of

f-factams

00 1955
First report of

B
c B
'l
3 : o, &
2 MOR strain o R Amphenicols | Chloramphenicol
E an =
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Figure 2 : (A) Relation entre le développementd@sistance aux antibiotiques chez des isolats
deShigellg impliqués dans des dysenteries au Japon, ebidattion de I'antibiothérapie entre
1950 et 1965. En 1955, premiére description dsta@sie plasmidique. MDR : multirésistance.
D’aprés Davies (2007). (B) Emergence de la résistancertaines classes d’antibiotiques suite
a leur introduction en thérapeutique. D’apres Seloeri et Edwards (2012).

Rétrospectivement, I'évolution rapide entre l'imtuztion thérapeutique de nouvelles
classes d’antibiotiques et I'apparition des pressesouches pathogenes résistantes a été
estimée en moyenne a 8 ans, comme lillustre lad@B. Pour certaines classes de composés,
les périodes de latence courtes (inférieures asP raontrent la rapidité de I'émergence de la

résistance (Schmieder et Edwards, 2012).

Des études phylogénétiques montreraient que desammnts de genes de résistance
entre bactéries commensales et pathogenes de I'e@mraient trés récents. Ces mouvements,
attribués aux transferts horizontaux de génes eartéries (développés ci-apres), auraient été
acceléres au cours des 70 dernieres années paedsigm de sélection exercée par les
antibiotiques (Aminov et Mackie, 2007). En effattilisation d’agents antimicrobiens au cours
du siecle dernier est un des facteurs ayant paétiai I'accroissement de la proportion de
souches pathogénes résistantes, et la relatior démtconsommation d’antibiotiques et
I'’émergence de souches résistantes est mainteridanée (Albrichet al, 1999; Lépez-Lozano
et al, 2000; Harbartlet al, 2001; Albrichet al, 2004; Van De Sande-Bruinsratal, 2008).

Comme Tillustre la figure 3, certains pays fortatheonsommateurs d’antibiotiques tels que la
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France et 'Espagne présentaient entre 1994 et, 280@lus fortes prévalences de souches de

Streptococcus pneumoniegsistant aux macrolides et a la pénicilline
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Figure 3 : (A) Représentation de la consommatiotal¢od'antibiotiqgues en médecine
ambulatoire en fonction de la prévalenceétieptococcus pneumoniegsistant a la pénicilline
dans 20 pays industrialisés. (B) et (C) Relatiomeekutilisation des macrolides en médecine
ambulatoire et la prévalence de @)yeptococcus pneumoniagsistant aux macrolides dans
16 pays industrialisés, et de (&. pyogenegésistant aux macrolides, dans 14 pays
industrialiséslLes paramétres de la droite de régression sonémiéss sur chaque graphique
avec des intervalles de confiance de 95%. Les dmndé consommation d’antibiotiques par
pays sont basées sur leur quantité vendue en médagibulatoire, puis exprimées en dose
journaliere pour 1 000 habitants (DDD/1000 pop/d&yapres Albrichet al. (2004).

1.3 Liens entre émergence de la résistance chez desgestes et

environnement.

La découverte dans I'environnement d’'un vaste pid®ldéterminants génétiques
impliqués dans de multiples résistances a suseit®thbreuses questions sur I'impact clinique
de ce résistome. De plus, en parallele de 'émeggetinique de souches antibiorésistantes,
une augmentation globale de I'antibiorésistances d@nvironnement est observée (Knagip
al., 2010). Plusieurs revues bibliographiques soeligralors les liens plus ou moins évidents
entre ce résistome environnemental et les genagsigtance retrouvés chez des bactéries
pathogenes (Witte 2000; Martinez 2008; Alletnal 2010). Par exemple, certains genes de
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résistance aux quinolones portés par des plasr@ded, gnrS et retrouvés chez des souches
pathogénes, ont été décrits dans des chromosomdsaaiéries aquatiques appartenant
respectivement aux espéceBewanella algaeet Vibrio splendidussoulignant les origines
environnementales de ces ge(feairelet al, 2005b; Cattoiet al, 2007). De la méme maniére,
un gene de résistance afptactamines a été mis en évidence dans le chrommsbome
bactérie environnemental€luyvera georgiangPoirelet al, 2002). Plus récemment, une étude
a confirmé l'évidence d’échanges récents de germsrédistance entre des bactéries
environnementales et des pathogenes cliniques ramirgue le résistome environnemental et
les résistances chez les pathogénes ne sont pgsemthnts (Forsbergt al, 2012). Ces
échanges ont alors eu lieu soit de bactéries emaémentales vers des bactéries pathogenes,
ou vice versa Dans le premier cas, le résistome de I'envirorgr@nserait a l'origine des
multirésistances retrouvées chez les bactériepgattes. Dans le second cas, il pourrait y avoir
introduction de nouveaux mécanismes de résistatieEs certains pathogenes opportunistes
saprophytes et impliqués dans de nombreuses ifsctiosocomiales, tels I&sinetobacter

spp. ouPseudomonaspp.
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2 DISSEMINATION DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

2.1 Niveau moléculaire

Dans la résistance aux antibiotiques, il faut difeier 2 types de résistancda:
résistance naturelleet larésistance acquisela résistance naturelle correspond a la résistance
de toutes les souches d’'une méme espéce ou d'ure ménne bactérien. Cette résistance est
chromosomique et ne peut se transférer qu'a laedesmce, d’'une cellule mere vers ses
cellules filles ; c’est le transfert vertical. Laractére « immobile » ne présente pas un risque
majeur dans la dissémination de la résistance, duenles genes impliqués puissent jouer un
réle de réservoir potentiellement mobilisable ahélle évolutiveDans la problématique de la
résistance aux antibiotiques, c’est I'acquisitiom mbuvelles résistances par des bactéries
pathogenes qui en est la principale causeésiatance acquiseorrespond ainsi a I'acquisition

d’une résistance par une souche normalement sersliantibiotique concerné.

L’apparition de résistance acquise chez une bacssti associée a deux phénomenes :

les mutations ou le transfert horizontal de genes.
2.1.1 Les mutations

Les mutations se produisent de maniere aléatoimmars de la réplication du génome
bactérien, par exemple par erreur de copie. Ceations sont le plus souvent silencieuses,
n'engendrant pas de modification au niveau de dmesdce primaire de la protéine codée. Il
arrive cependant qu’elles conduisent a des modiifics des propriétés physicochimiques de la
protéine, comme I'affinité pour un type de substi@tné ou des différences de conformation.
Dans ce cas, lorsque les mutations touchent degsgdont les produits sont cibles
d’antibiotiques, elles peuvent étre responsablesaggarition de nouveaux phénotypes de
résistance chez la bactérie. La pression de s@teekiercée par ces antibiotiqgues permet alors
de favoriser les clones mutants résistants, et dEnsélectionner et d’enrichir dans une
population des mutations au départ a caracteréoaiaCelles-ci, conférant un bénéfice dans
un environnement a forte pression de sélectionf sansmises a la descendance. A des
concentrations inhibitrices, le stress causé gaamgibiotiques sur les populations bactériennes
a eté montré comme augmentant les taux de mutzttiemn certaines espéces et statistiquement
'apparition de souches résistantes. De la mémeiareggnil a été montrén vitro que des

concentrations sub-inhibitrices en antibiotique raagtent la fréquence de mutation en

18



Etude bibliographique

induisant un stress oxydatif pouvant aboutir a gaition de nouveaux phénotypes de
multirésistance (Kohanslat al, 2010). Cependant ce mécanisme d’acquisitiorédistance
ne représenterait que 10 a 20% des souches iséeknique et ne suffit pas a lui seul a
expliquer I'ampleur et la rapidité de la dissémimatde souches multirésistantes (Tenover,
2006).

2.1.2 Les transferts horizontaux

Les transferts horizontaux de génes regroupentlésumiécanismes d’échange d’ADN
intervenant en dehors de tous mécanismes de ragiaalu

La mobilisation et les mouvements de genes detaésis sont observés a plusieurs
échelles (figure 4). Dans un premier temps, lesegéte résistance peuvent étre portés par
différents supports génétiques transférables, daks des plasmides, des transposons, les
cassettes de gene d’IRs. Au sein d'une bactérdiyé&sité de combinaisons conférée par cette
myriade de supports forme alors un pool de genessitstance variable d’'une bactérie a l'autre.
Au sein des niches écologiques, ces bactérieagissent entre elles et avec d’autres especes,
permettant la dissémination de ces éléments gémdtigorteurs de résistances. Toutes ces
bactéries peuvent transiiarfine par les voies physiqueg des courants aériens ou aquatiques,
ou via des hétes (homme, animaux), conduisant a unendiisagon dans I'espace des genes

concernés.

Unités de transfert Sources
o e | ()b
Génes de résistance Plasmides, transposons, intégrons
v ()
Vecteurs d’ ADN Différentes espéces bactérienne
: -~y S
Bactéries Différentes espéces d’hotes

Figure 4 : Mouvement et mobilisation des génesédestance aux antibiotiques, les transferts
horizontaux vus a différentes échelles. Modifiéptés Stokes & Gillings (2011).

Actuellement 3 modes de transfert horizontal deeggrermettant le mouvement d’ADN
d'une cellule a une autre sont connus (figure ¥ transformation, la transduction et la

conjugaison.
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Figure 5 : Exemples de mécanismes de transfer itrinter cellulaire de gene, faisant
intervenir des mécanismes de conjugaison, de tuatisd et de transformation dans la mobilité
de plasmide, transposons, d’IR. Les différents maldatransfert sont écrits en italique. D’aprés
Zaneveldet al. (2008).

- La transformation : premier mécanisme de transfentizontal décrit chez les

procaryotes, ce processus implique l'intégrationges bactéries d’ADN linéaire ou
circulaire extracellulaire par un mécanisme dedi@sation effectué par des protéines
exprimées chez certaines bactéries naturellemempé&i@ntes pour ce type de transfert.

- La transduction: c’est une forme de transfert d’ADN qui s’effectde maniére

indépendante par I'intermédiaire de virus bacté&regpelés bactériophages (ou phage).
A faible fréquence, les bactériophages peuvendaontellement capturer un segment
de 'ADN génomique bactérien héte dans leur capsidéntégrer dans une nouvelle
bactérie lors de I'infection et dans laquelle @gfent pourra se recombiner dans le
génome de la bactérie hote.

- La conjugaison: La conjugaison est probablementdeanisme le plus important dans

la dissémination de la résistance aux antibiotiquiesmplique le contact entre 2

bactériesia la formation d’un pont protéique.

Différents éléments génétiques mobiles sont impgkgdans les échanges de génes de

résistance aux antibiotiques:

- Les plasmides : ce sont des éléments extrachromgsescapables de s’autorépliquer

dans la bactérie. Tous les plasmides ne possedsntep déterminants géeneétiques
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permettant leur propre transfert par conjugaisa@peddant ces plasmides, dit « non
conjugatifs », peuvent étre transférés d’'une becéélfautre au cours d’'un événement
de conjugaison. Eléments génétiques a part entesglasmides sont tres divers en
termes de taille, de structure, de transmissiohistbire évolutive, et de phénotype
porté.

Les ICEs : ce sont des éléments génétigues mobilescomme les plasmides,
possédent leur propre déterminants génétiques ftamha@le se transférer vers une
cellule hoétevia la conjugaison (Wozniak et Waldor, 2010). Cepehdame peuvent
pas s’autorépliquer, et par conséquent ont beseirs’uitégrer dans un réplicon
(plasmide ou chromosome) pour étre maintenus audsene bactérie. Sous le terme
de ICE se regroupe toute une diversité d’élémegmgtigues avec différentes propriétés
et spectres d’hotes, comprenant les transposomnggatifs, et les ilots génomiques.

Les intégrons: ces éléments génétiques sont ingdiqulans [l'acquisition,

'accumulation, et I'expression de génes de résistaux antibiotiques (Stokes & Hall,

1989). lls ne sont doués ni d’autoréplication nisgstemes de transfert et sont donc
frequemment retrouves sur des plasmides ou desptraans. Les intégrons utilisent un
systeme de recombinaison a site spécifique médieene intégrase pour capturer et

exprimer des genes (développés ci aprés dans pitrehd, p.39).

Plusieurs auteurs s’accordent pour suggérer quegéees de résistance et les

plateformes génétiques mobiles auxquels ils s@tciés auraient circulé indépendamment et

trés lentement dans les populations bactérienrggsides millénaires. Ainsi la prédisposition

de certains génes de résistance au sein de cesistgimobilisables aurait facilité I'émergence

et la diffusion rapide de bactéries résistantete suia pression anthropique générée au cours
de ces 60 derniéres années. (Wright, 2010; Stok@sglidgs, 2011).

2.2 Dissémination de la résistance aux antibiotigueseatudes écosystemes

Le transfert horizontal de genes a probablementdans tous les écosystémes terrestres

colonisés par les bactéries. Ainsi ces transfemtsété mis en évidence dans de nombreux

ecosystemes, tels les sols, les rivieres, les@mv@ments marins, mais aussi les tubes digestifs

d’'insectes ou de mammiféres (Aminov, 2011). L’asalynétagénomique de communautés

bactériennes de cheminées hydrothermales, écosst@rius dans les abysses, a montré la

présence de nombreux genes encodant des transpaseasgmes impliquées dans le transfert
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d’ADN, suggérant I'importance probable des trartsféorizontaux dans ces biosphéres (Xie
et al, 2011).

Ainsi le transfert horizontal de genes entre bae$ése fait de maniere ubiquitaire dans
'environnement, et certains facteurs peuvent augenesa fréquence. Dans les sols, de
nombreux facteurs biotiques (présence de versrog tie protozoaires...) ou abiotiques (pH,
température...) ont été montrés comme influencatralesfert de plasmides (Sgrenstral,
2005). Certains facteurs tels que les pratiqueturalés favorisent le taux de transfert de
plasmides dans les sols (Mglbekal, 2007; Toomeyet al, 2009) ; de méme I'application
d’amendement a base de lisier/fumier contribue iadssaugmenter localement les
concentrations d’éléments génétiques mobilessdtéguences de transferts horizontaux (Gotz
& Smalla, 1997; Heuer & Smalla, 2007). D’autresditions, telles que le stress induit par les
rayonnements ultra-violets (UV), le manque de munts, les concentrations sub-inhibitrices
d’antibiotiques sont trés fortement suspectéesddine un transfert horizontal de génes dans

'environnement (Aminov, 2011).

La dissémination de la résistance aux antibiotioqgess I'environnement peut étre
schématisée selon le modele proposé par (Bacgetewrd., 2008), ou chaque écosystéme
représente un réacteur biologique dans lequeldeanges génétiques et les événements de
recombinaison, influencés par les conditions biafet abiotiques, profilent I'évolution de
'antibiorésistance. Dans ce schéma, chaque ré&aegtwalors connecté au précédent par les

déchets produits par ce dernier (figure 6).

Le premier réacteur est constitué par les microflores humaines et aleisp composées
d’environ 500 especes bactériennes qui par exeraplenises a la pression exercée lors de
traitements antibiotiques, augmentent I'’émergericka @roportion de souches bactériennes
résistantes et multirésistantes. Cette émergenckaggant plus rapide qu’elle est facilitée par
le réservoir de génes de résistance initialemerggmts dans I'appareil digestif humain (non
soumis aux antibiotiques), et estimé a plusieurgatees de genes (Salyess al, 2004;
Sommeret al, 2009). Elle est aussi liée aux échanges d’ADNpfisés par de hombreux
facteurs tels que les fortes densités bactériefastisnées a 0 a 102 bactéries par gramme

de contenu du colon selon O’Hara et Shanahan (2006)
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Figure 6 : Représentation des quatre principausteéss impliqués dans la dissémination de la
résistance aux antibiotiques dans I'environnemBans chaque réacteur, la mixité entre les
bactéries commensales de 'lhomme et/ou de I'an{pwht noir) avec le vaste microbiote de
'environnement (point blanc) combiné avec les dfarts horizontaux (fleches), modélent
I’évolution de la résistance aux antibiotiques.hague étape, les contacts humains et animaux
via différentes voies réintroduisent des bactérieapis (Baqueret al, 2008).

Le second réacteurcomprend tous les lieux ou des facteurs, teldegiantibiotiques,
augmentent la proportion de bactéries résistanigsaatibiotiques. Ceci en fait des lieux

d’émergence, d’échange et de dissémination desgknesistance dans les populations.

Le troisieme réacteurcorrespond aux eaux usées et résidus biologiqoesmant des
réacteurs précedents, tels que les STEP, les laglesdisiers, les fumiers, ou le mélange entre
bactéries commensales et environnementales d’uhegbabacteries résistantes et sensibles
d’autre part augmentent la probabilité des échamgee bactéries, et par conséquent la

dissémination de 'antibiorésistance.

Le dernier réacteur est constitué de tous les environnements nattgetpteurs des
résidus du réacteur précédent. Ces environnemeotstitués des milieux aquatiques et
terrestres, sont composés pour les sols d’envid@nad10 000 espéces bactériennes, pour une
densité de 10a 1¢ bactéries par gramme selon certaines estimativniglit, 2010). Comme
dans le réacteur précédent, sous les contrairdggues et/ou abiotiques, ont lieu des échanges
entre bactéries des réacteurs précédents et lezat@tigénes. Ces environnements jouent alors
un réle de récepteur, pouvant faire perdurer desaniémes de résistance provenant des
réacteurs précédents. Par ailleurs, au vu de ifregignvironnementale d’'un certain nombre de
genes de résistancef.(chapitre 1-A-1-b), ces environnements pourraierdg &ussi une source
de mécanismes de résistances encore inconnus,ma@iratransmis a des bactéries provenant

des réacteurs précédents.
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Enfin, les produits issus de tout ce parcours petu@ae réintroduitvia la chaine
alimentaire ou par contact physique dans le prer@aateur constitué par I’'homme et I'animal,
et ainsi parcourir de nouveau le circuit. A longrte cette boucle aboutit inexorablement a
'augmentation globale de I'antibiorésistance. Gejat cette représentation simplifiee ne
traduit pas la complexité de la dissémination de$gstance. En particulier, elle ne prend pas
en compte potentiellement les phénoménes de cotiegle illustrés par exemple par la
pollution en métaux lourds due a l'activité indigdte, ou les désinfectants qui influent sur
'augmentation de la résistance aux antibiotiqddangerguet al, 2004; De Souzet al., 2006;
Wright et al, 2008; Rosewarnet al, 2010; Knappet al, 2011).

L’eau est un des principaux vecteurs physiquediguhacun de ces réacteurs, jouant
un réle crucial dans la dissémination de I'antibgstance (Tayloet al, 2011; Lupoet al,
2012). Pour éviter la coexistence de souches aé$est, de genes de résistance, de structures
géneétiques impliquées dans I'acquisition et laafigsation de genes, avec des pathogenes, |l

apparait donc primordial de mieux comprendre etroter ces flux.

2.3 Evaluation de I'antibiorésistance et de sa dissatiin dans

I'environnement

Evaluer I'antibiorésistance totale dans un échlantiest extrémement complexe dés
lors que des centaines de déterminants génétignésspliqués. De plus, le caractére naturel
ou acquis de la résistance complique I'évaluatiefaddissémination de I'antibiorésistance, et

la multitude d’éléments génétiques impliqués dateaissémination ne facilite pas la tache.

Deux types d’approches peuvent étre distingugdss approches fondées sur la culture
de bactéries, correspondant a la grande majorgéétiedes ayant été réaliséesiiketles
approches fondées sur la détection de détermimggmstiques a partir des acides nucléiques
directement extraits d’échantillons divers, et plosuramment appelées « approche

métagénomique ».

Dans le cadre des effluents anthropiques, les gtuggsant sur la culture bactérienne
se sont principalement focalisées sur l'isolemertbactéries d’'intérét clinique et connues pour
étre impliqguées dans de nombreuses infections posates, telles que les entérocoques
résistants a la vancomycine (ERV) et a I'érythromgc(ERE), les SARMPseudomonas

aeruginosa certaines espéecesHiiterobacteriaceaeommekE. coli, Enterobacter cloacaet
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Klebsiella pneumoniaeprésentant difféerents phénotypes de résistances @éthodes
permettent une caractérisation pointue de la B¥gistpour une espece donnée ; toutefois elles
ne prennent pas en compte tout le microbiote enmgmental et qui, comme pour la microflore
digestive, peut jouer un role important dans ldséges, et la conservation de I'information
génetique (Sommeet al, 2009; Salyerset al, 2004). Les méthodes directes basées sur
I'analyse des acides nucléiques totaux, plus résattdonc moins répandues dans la littérature,
permettent la détection, la quantification voire nmeéla caractérisation de déterminants
géneétiques soit directement impliqués dans lategsie aux antibiotiques.€. les génes de
résistance), soit impliqués dans leur disséminaian les éléments génétiques mobiles).
Chacune de ces approches, culture bactérienne thodeé métagénomique, présente des
avantages et des inconvénients qui sont résumédeltaibleau 2.

Tableau 2 : Avantages et inconvénients des méthmaleses sur la culture de bactéries et sur
des approches métagénomiques dans I'étude dedtarese aux antibiotiques.

Avantages Inconvénients

- méthodes standardisées - ne rendent compte que d'une petite fraction de
- données disponibles sur les prévalencekversité bactérienne réelle (<1% pour
et les profils de résistances de souches I'environnement)

- caractérisation des profils de résistante ne prennent pas en compte les bactéries viables
d'une souche non cultivables

- détermination des niveaux de résistancees données disponibles sont principalement
exprimés basées sur des espéces bactériennes d'intérét
- caractérisation des genes résistances, dmique

leur environnement génétique ainsi que - les méthodes employées d’'une étude a I'autre
des mécanismes de résistance peuvent varier (antibiotiques testés, définition d
- évaluation de la contamination d'un | la multirésistance, utilisation de milieux séle}jf
échantillonvia des bactéries indicatrices.rendant complexe la comparaison des résultats
- méthodes laborieuses pour étre représentatives
d'un échantillon, ne permettant pas l'analyse d'un
grand nombre d'échantillons a la fois
- méthodes actuelles les plus - biais liés aux méthodes d’extraction des acides
représentatives, prenant en compte le | nucléiques

plus d’espéces bactériennes. - pour les méthodes comprenant une étape de
- sensibilité PCR : biais d'affinité des amorces et de leur

- possibilité d’analyser la diversité et les conceptions basées sur les connaissances
espéeces bactériennes présentes disponibles.

- détection, quantification et - ne donnent pas d'information directe sur les
caractérisation des genes et structures| espéeces bactériennes impliquées dans la résistance
génétiques impliqués dans la résistanceainsi que leur phénotype de résistance
- rapidité permettant I'analyse d’'un grahd prend en compte les bactéries mortes et vivantes
nombre d’échantillons.

D
)

Méthodes
basées sur la
culture de
bactéries

D

Méthodes
basées sur
des
approches
métagénomi
ques
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3 LES EFFLUENTS ANTHROPIQUES DANS LA DISSEMINATION
DE LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Au cours de la derniére décennie, le nombre d'é&tymetant sur la résistance aux
antibiotiques dans les effluents d’origine anthgolei n’a cessé de croitre, soulignant I'intérét
de la communauté scientifique pour I'étude de &s@mnination de I'antibiorésistanei les

effluents anthropiques (figure 7).

0
55 -
50 1
45 -
40 1
35 4

Figure 7 : Nombre de publications traitant de fastance aux antibiotiques dans les eaux usées.
L’histogramme a été obtenu sur le site de I'lISI wéBcience le 29-07-12 pour tous les sujets
de publication contenant les mots « antibioticstasice » avec « wastewater ».

Ces études ont mis en évidence dans les effluattisopiques (influents, effluents, et
boues de STEP, fumiers/lisiers...), une grande \&adétbactéries d’'intérét clinique résistantes
et multirésistantes a de nombreux antibiotiqueleskdnt également montré la présence dans
ces effluents de nombreux genes de résistance situdgures génétiques impliquées dans la
dissémination et I'acquisition de ces genes, tetsgjasmides, transposons et IRs. Cependant,
la diversité des méthodes employées rend difflaileomparaison des études entre elles ainsi

gue la généralisation des résultats.

La majorité des études s’est focalisée sur legeits arrivant dans les STEP et/ou les
impacts des effluents de STEP sur les milieux riecep, a savoir les rivieres et les sols (Gofi-
Urrizaet al, 1999; Iwaneet al, 2001; Volkmanret al, 2004; Poolet al, 2005; Da Silvaet
al., 2006; Auerbackt al., 2007; Ferreira da Silwet al, 2007; Capliret al., 2008; da Costat
al., 2008; Tavianet al, 2008; Luczkiewiczt al, 2010; Novo & Manaia, 2010; Figueieaal,
2011; Figueiraet al, 2012). De ce fait, I'implication et la contrilian dans la dissémination de
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'antibiorésistance de certains effluents proverdmtbiotopes, comme les hopitaux ou les
fermes d’élevage considérés comme plesits chaudsle la diffusion de l'antibiorésistance

dans I'environnement, reste encore floue.

3.1 Les effluents hospitaliers et leur influence sulisémination de la

résistance aux antibiotiques

Les hdpitaux sont des lieux de consommation d’@ttdues et de dissémination de
I'antibiorésistance qui est favorisée par la déndés individus dans ces structures augmentant
ainsi le risque de transmission croisée. Conséquamnde fortes prévalences en bactéries
multirésistantes sont observées en milieu hoseitéfilbrich et al, 1999; Vander Stichelet
al., 2006; Kunz et Brook, 2010). Les effluents hadmts peuvent donc représenter une
importante voie d’entrée de souches multirésisgadens I'environnement et participer a la

dissémination de I'antibiorésistance dans I'envirement.

De nombreuses souches bactériennes d'intérét wénigrésentant ou non des
phénotypes de résistance ou de multirésistanceétintisolées et caractérisées a partir
d’effluents hospitaliers. Plusieurs de ces étuded fessortir la prévalence du caractére de
multirésistance comme étant trés élevée dans fleemrts hospitaliers, selon les souches, les
résistances et la définition de la multirésistacmasidérée (Chitnist al, 2004; Passerat al.,
2010; Sharmat al, 2010; Fuentefriat al, 2011). Par ailleurs certaines structures génésiq
comme les IRs, ont été retrouvées a de fortes piops £50%) dans un panel de 486
Enterobacteriaceaesolées d’effluents hospitaliers (Gabal, 2011). Cependant ces résultats
sont probablement biaisés par I'utilisation de @ik sélectifs contenant des antibiotiques pour
I'isolement des souches, et une étude réaliséarspius petit panel de 50 souchek.dcoli
isolées d’'un hépital rapporte des prévalences dew¥ (Oberlét al, 2012). La méme étude
retrouve de plus hauts taux de prévalence d’IR {36%ais aussi dE. coli résistantes et
multirésistantes dans les effluents d’'une maisorettaite, avec des prévalences respectives de
82% et 38%\(s. 16% et 10% pour I'effluent hospitalier). Les auteimputent ce résultat, en
partie a une antibiothérapie plus longue, due aataps de séjour des patients plus long dans
ces établissements. En outre, pBucoli, il ne semble pas y avoir de relations entre Entjte
d’antibiotiques consommés a I'hopital, et la prémake des souches résistantes ou
multirésistantes retrouvées dans leurs effluenéslaDnéme maniere, il ne semble pas y avoir

de relations entre les types d’antibiotiques comaéma I'hdpital, et les profils de résistance
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des souches retrouvees dans leur effluents (Dawah, 2010; Oberl@t al,, 2012). Ceci serait
principalement expligué par une multitude de facteucomme les propriétés
pharmacodynamiques des composés, plus ou moindatiéés par les organismes, plus ou
moins persistants dans I'environnement, mais dagsiesence d’éléments génétiques pouvant

conférer plusieurs phénotypes de résistance (IRsmpdes, transposons) (Obegtéal, 2012).

Quelques comparaisons entre les résistances dhiotiqties dans des effluents urbains
et des effluents hospitaliers montrent que lesgntagns de certaines souches résistantes ou de
genes de résistance sont plus importantes damenasrs. Passerat al. (2010) a décrit 71%
de souches &. coliisolées d'un effluent hospitalier présentant aunsiaine résistance aux
antibiotiques testés, contre 41% dans les effluantsants dans la STEP municipale. De la
méme maniere Schwartt al. (2003) ont retrouvé des fréquences plus élevéesodehes
d’ERV et dEnterobacteriaceaeésistantes a la céfazoline dans un effluent kalggyi par
rapport a I'effluent urbain. Par des approches g@tamiques, les mémes auteurs ont détecté
un génes impliqués dans la résistance a la miteifinecA uniquement dans des effluents
hospitaliers (Schwartet al, 2003). Dans une autre étude, Borjesstaal. (2010) ont décrit des
abondances relatives de genes impliqués dans istargse a la méticillinenfecA, a la
tétracycline {etA ettetB), et aux aminoglycosidesdc(6’)-le+aph(2”), plus élevées dans un
effluent d’hépital comparativement aux effluentsvants a une STEP ('abondance relative
était basé sur la quantité d’acides nucléiquesixdtaCependant ces observations ne sont pas
exhaustives, et certaines études ont retrouvé, clemains cas, des prévalences en bactéries
résistantes supérieures ou égales dans les efflugmdins. A titre d’exemple, une étude ayant
comparé les prévalences d’'ERV et ERE a partir ¢gdamel de 9 296 souches d’entérocoques
isolées d'effluent d’hopitaux et de STEP municipatke 3 pays Européens a retrouvé des
prévalences tres variables selon les pays et kstagces considérées, avec parfois des
prévalences supérieures ou égales dans les efflnespitaliers ou les effluents urbains (Blanch
et al, 2003). Les interprétations sur 'impact que pavoir les effluents hospitaliers sur les
STEP reste donc difficile a appréhender, du fai, quour beaucoup de ces études, les effluents
urbains pris en compte contenaient également fleeefs des activités des hdpitaux analyses,
ou bien les auteurs ne donnaient aucune indicgu@amt a ces effluents (Blaneh al., 2003;
Schwartzet al, 2003, 2006; Borjessaet al, 2009; Passerat al, 2010).

D’autres études ont souligné un effet d’effluertsgitaliers dans la dissémination de
souches bactériennes résistantes dans les réseaux dsées urbains (Reinthaétral, 2003;
Chitniset al, 2004; Galviret al, 2010). Ainsi, il a été montré que dans une Straiant des
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eaux urbaines recevant les effluents d’un hopadahux deE. colirésistantes aux antibiotiques
testés était plus important que dans deux autre®3@cevant uniguement des effluents urbains
(Reinthaler et al, 2003). Egalement, un taux plus importanE.dcoli résistantes aux
antibiotiques testés a été observé dans un effhaspitalier par comparaison avec un effluent
urbain (Galviret al, 2010). De plus, la proportion de ces bactéraasde réseau urbain apres
regroupement des deux effluents était plus élevée, ayant été précédemment décrit par
(Guardabassit al, 1998), qui a observé que la prévalendscilietobacteispp résistantes a

I'oxytétracycline augmentait dans le réseau d’eagBes suite aux rejets d’un hopital.

En 2004, Kimmerer a fait I'hypothése que, au vdadfaible proportion d’effluents
hospitaliers arrivant dans les STEP municipalesg@méral moins de 1%), leur contribution
dans la dissémination de la résistance aux antibie$ est probablement négligeable par
rapport aux effluents domestiques. Son argumenmntaggi en partie fondée sur une étude
montrant que le nombre de bactéries résistantesikegtes dans un effluent d’'une unité de soins
intensifs est équivalent a celui retrouvé danselfisients arrivant a la STEP, et dans les
effluents urbains sans I'activité médicale. Ces m&ronclusions ont été faites par Passgrat
al. (2010). D’autres résultats suggérant un impachdrei des activitées hospitalieres dans la
dissémination de I'antibiorésstance ont montré dge souches de. aeruginosasolées des
patients d’un hopital ne sont pas les mémes quesasitrouvées dans les effluents de I'hépital,
et qu’elles présentent des phénotypes de résisthif@ents (Tuméet al, 2008). De la méme
maniere, des souches isolées dans un effluentthlispine sont pas les mémes que celles

isolées des eaux de surface recevant les effltraitiss de la ville (Fuentefriet al, 2011).

Le rble des effluents hospitaliers dans la dissétiin de la résistance aux antibiotiques
reste donc trés controversé, et la standardisdBerméthodes d’étude reste encore a définir.

3.2 Déchets issus de la production carnée et leunseinfles : cas particulier

des abattoirs

Les fermes de production animale représentent tne &iotope ou, comme pour les
milieux cliniques, la forte densité de bactériesyotensales de I'animal soumises a la pression
exercée par les antibiotiques, contribue a la digsgtion de I'antibiorésistance. L’émergence
de souches bactériennes résistantes dans cessfipepvoque de sérieux problemes de santé
animale, et peut ainsi avoir des conséquences atqunes. De plus les échanges avérés entre

’lhomme et I'animal surajoutent des problemes piénde santé publique (van den Bogaard
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et Stobberingh, 2000). En France, le suivi de $éstance aux antibiotiques dans la production
animale fait I'objet d’un suivi régulier réalisé rdale cadre de plusieurs réseaux nationaux

pilotés par 'ANSES, organisme chargé de la sulsie.

Bien que dans le cadre des résidus biologiques tsila production animale il n’y ait
pas de surveillance nationale de I'antibiorésistangrande échelle, un grand nombre d’études
scientifiques sur le sujet ont été réalisées. Leéssiltats sont souvent différents, mais les
auteurs ont mis en évidence le risque environneahéatprincipalement au lisier et fumier,
notammentia I'épandage sur des sols agricoles (Jemseh, 2001; Binhet al, 2007; Heuer
et al, 2008; Byrne-Bailewt al, 2009, 2010; Gazet al, 2011; Kopmanmt al, 2012).

Les déchets issus des abattoirs sont conséquemmentutre source potentielle
d’introduction de bactéries résistantes et de gdaggsistance dans I'environnement. Une fois
'animal abattu le contenu du tube digestif esnéli, et les eaux de lavage et autres effluents
de procédés de ces installations rejoignent, ageedraitements plus ou moins élaboreés, au
mieux les réseaux urbains, avec le risque de digsfion des bactéries spécifiques des
abattoirs.

Les études réalisées sur les abattoirs se sontigmlament concentrées sur la
dissémination de la résistanga la chaine alimentaire (Barloet al, 2009, 2008), alors que
la dissémination de la résistance dans I'envirorergmna les effluents a été moins investiguée.
Cependant, certaines études ont décrit des phé@wmtge résistance a de nombreux
antibiotiques chez des souches Bseudomonas aerugingsale Camplylobacter spp.,
d’'Enterococcuspp., dAeromonaset dEnterobacteriaceaspp. ayant été isolées d’effluents
d’abattoirs et/ou de STEP recevant des effluergbattoirs (Koenraaet al, 1995; Martins da
Costaet al, 2006; Mouraet al, 2007; da Costat al, 2008; Araljcet al, 2010; Igbinosat al,
2012). Les prévalences de souches multirésistaatest entre 37,5 et 100% selon les souches,

les résistances testées et le nombre de résistamsisiéré.

Par ailleurs, une influence des effuents d'un abatsur la dissémination de
I'antibiorésistance est suspectée (Koenreadl, 1995; Moureet al, 2007). En effet il a été
observé que, deSampylobacteisolés d’effluents d'un abattoir spécialisé damyadlaille et
dans la STEP municipale recevant ces effluentseptést de plus fort taux de résistances aux
antibiotiques de la famille des fluoroquinolonemmparés aux effluents d'une STEP

municipale ne recevant aucun effluent d’abattogs Imémes conclusions ont été tirées pour
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des éléments geénétiques tels que les IR et lemjlas. Ainsi, Mouraet al (2007, 2011)
rapportent des prévalences en IR de 3,7% et dé/3Qez des souchesAdromonaset
d’Enterobacteriaceae respectivement isolées d'une STEP municipale emel’ STEP
d’abattoir. Parmi les souches possédant des IRg, et662,5% de celles-ci provenant de la
STEP municipale et d’abattoir respectivement séststantes a plus de 5 antibiotiques. La
majorité des IR caractérisés sont associés a dess gmpliqués dans des résistances aux
aminoglycosides, aug-lactamines, a la streptomycine, au trimethopriauechloramphénicol

et a la rifampicine. De plus, de nombreux plasmo@gugatifs a large spectre d’hotes a été
caractérisé dans ces souches (Mowta al, 2012), ou détecté par des approches
métagénomiques dans les deux STEP (Metiral, 2010). Toutes ces études montrent donc
gue les STEP d’'abattoirs constituent potentielldmame source de dissémination de la

résistance aux antibiotiques.
3.3 Autres effluents anthropiques

D’autres sources anthropiques ont été montrées eoimipliquées dans dissémination
de la résistance aux antibiotiques dans I'envirarerd. Par exemple, les fermes aquacoles
(piscicultures), ou les antibiotiques sont direaatintroduits dans I'eawia I'alimentation des
poissons, sont impliquées dans la persistancerEsgie résistance et, plus globalement, dans
'augmentation de I'antibiorésistance dans lesraédis et/ou les eaux de riviére, bien que ces
pratiques diminuent (Agersg et Petersen, 2007;el@arton, 2011; Tamminest al, 2011;
Gaoet al, 2012a). Le réle de I'arboriculture fruitiere, aux Etats-Unis I'oxytétracycline et la
streptomycine sont vaporisées dans les culturég deaucoup moins étudié et reste encore
discuté méme si certains auteurs ont rapportéldsdqrt taux de résistance dans les sols traités
comparativement a des sols non traités (McGheearmadifs, 2011; McManust al, 2002).

Certains effluents industriels, et particulieremks® effluents d’usine de production
d’'antibiotiques ont été étudiés. Deux études me#rrévidence que plus de 97% des souches
bactériennes isolées a la sorties de STEP tradast effluents d’'usines de production
d’oxytétracycline ou de pénicilline sont multi-résintes, et 80% des souches isolées de ces
effluents sont résistantes a plus d’une dizaineatdibiotiques testés (lgt al, 2009, 2010).
D’autres auteurs ont mis en évidence l'impact tleffits d’'une usine pharmaceutique sur
'augmentation de la prévalence de souchégitetobacterésistantes et multirésistantes aux
antibiotiques dans un réseau d’eaux usées urbéBedabasset al, 1998). Les usines de

production d’antibiotiques ne sont pas les seulasdir une influence sur I'’émergence de la
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résistance aux antibiotiques dans I'environnematiautres effluents d’'usines induisant des
pollutions aux métaux lourds, seraient égalemeniliqués dans la dissémination de la
résistance aux antibiotiques. En effet des phéneméder co-sélection de résistances peuvent
avoir lieu, soit par des éléments génétiques mehplessédant des genes de résistance aux
meétaux en question et des genes de résistancendibioiques, soit par des mécanismes
d’efflux conférant un large spectre de résistanizefais aux métaux et a certains antibiotiques
(Nemergutet al, 2004; De Souzat al, 2006; Wrightet al, 2008; Rosewarnet al, 2010;
Knappet al, 2011).
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4 CAS PARTICULIER DES USINES DE TRAITEMENT DES
EFFLUENTS (STEP)

4.1 Geénéralités sur les STEP

Les STEP constituent I'interface entre les efflgatiorigine anthropique et les milieux

naturels. Ces structures, fondées sur un traitesezindaire biologique (c'est-a-dire mettant

en ceuvre un ecosysteme épurateur), ont été cré@éesdqouire dans un premier temps la

matiere organique avant son rejet dans I'envirorer@mlLa nécessité du traitement des

nutriments, phosphore et azote provenant des affu®nt mené a l'ajout de traitements

tertiaires dans les chaines de traitement (figure 8

Au cours dh.l temps, il a été possible d'inté-

L Introduction des boues activées: Age des  Volume
grer plusieurs procédés dans celui des 1950 Bass| Decant boues du bassin
ivé H & i P . . assin anteur A .
bo'ues activées: A}u debl.'l‘l, les stations Elimination de la matiére d'aération secondaire (jours)  (Vhabitant)
d’'épuration n'étaient prévues que pour le organique facilement bio- —
traitement de la pollution organique. Pour dégradable Eau prefraitee Eau epurée
réduire la pollution des lacs par les phos- 2-4 20-40
phates, la précipitation chimique a été 1960 Boues
introduit & la fin des années 60. A partir Boues recirculées excédentaires
de la fin des années 70, I'azote provenant
inci i ité ; . Fe, Al
prmmpal_ement _des urines egt traité dans: Extension par: i Nitrification
les bassins fluviaux par une étape supplé-
mentaire de nitrification qui assure la trans- - 1970 Précipitation des phos-
formation de 'ammoniaque toxique pour phqtfes r.?t une étape de a_12 80-140
les poissons en nitrate moins nocif. Les nitrification A
nitrates sont cependant susceptibles de
provoquer une femllsaflo_n azotée exces- Deniirification
sive des cours d'eau cotiers. C’est pour- I 1980
quoi I'étape de nitrification est générale-
ment complétée depuis le milieu des s
L'étape de - -
années 80 d'une étape de dénitrification dénil?iﬁcation 10-15 100-160
partielle au cours de laquelle les nitrates
sont con_vertls en azote. atmospherlque. | 1us0 Bassin
Les années 90 ont vu I'introduction d'une d'anaéro- Bassin
élimination biologique des phosphates Elimination biose d'anoxie
réalisée dans une zone d’'anaérobiose pla- biologique des
cée en amont du bassin a boues activées. phosphates >
Cette étape supplémentaire a pour effet
s .. L 14-20 140-200
un enrichissement des boues en bactéries  § 2000
accumulatrices de polyphosphates.
Figure 8 : Historique du procédé des boues actiséles Siegrist (2003)
y 2 . - . .
L'épuration des eaux usées consiste globalemenurernransfert de la pollution

organique et minérale de la phase liquide (ealy uee phase solide (les boues) et une phase

gazeuse (rejet de GON2...). Cette filiere comporte plusieurs étapes :

- Les prétraitements

. ces traitements consistergtieer de I'eau les plus grosses

particules, les sables et les matiéres grasseeplisent essentiellement sur des criteres

physiques : granulométrie (dégrillage), densité&gdblage, dégraissage).

- Le traitement primaire :

cette étape de moins eringngourante est une simple

décantation des matiéres en suspension naturelietéeantables.
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Le traitement secondaire : cette étape est gémégaleréalisée par un traitement

biologique de la pollution contenue dans les eaées. Le traitement le plus répandu
est le traitement par boues activées. Au coursedeagtement, I'eau usée est mise en
contact avec des microorganismes en suspensionamii consommer la pollution
carbonée et/ou azotée pour satisfaire leurs beseirtsoissance et énergétique. Cette
biodégradation est le plus souvent réalisée enitton@érobie par des bactéries libres,
parfois fixées sur des supports naturels ou syigied ou elles se développent en
formant des biofilms. Sous l'effet de différents rgpaetres des réacteurs
(hydrodynamique, charge organique, aération), lesromrganismes libres vont
s’agglomérer sous forme de flocs qui vont pouvéranter lors de I'étape suivante de
clarification. Lors de cette étape, la biomasseulée associée aux matieres en
suspension résiduelles est récupérée par décamt&ligtte matiere principalement
organique (70-75% de matiére volatile en suspergéméralement) constitue ce qu’on
appelle les boues. Une partie de ces boues sareutée dans le bassin d’aération afin
de maintenir une concentration constante de bicaretsiviter une croissance trop forte
(production de boue) et l'autre partie sera purdaesysteme vers les filieres de
déshydratation, de traitement puis d’évacuationH@mce la valorisation agricole est
prédominante par rapport a I'incinération, majaréan Suisse, par exemple).

Le traitement tertiaire : en fonction du contexdedl, une troisieme étape d’épuration

de l'eau peut étre présente. Ces traitements pemetne élimination plus compléte
des pollutions azotées et phosphorées. lls pewdteatde nature biologique (zone
anoxique pour la dénitrification, zone anaérobiarpa déphosphatation biologique) ou
physicochimique (précipitation du phosphore). A sgstemes, des traitements plus
poussés peuvent étre mis en place, notamment lersrisues sanitaires

microbiologiques (désinfection, filtration sur sapétang d’affinage...).

4.2 Effet des procedeés de traitement des effluenttagé@sistance aux

antibiotiques.

Bien que les STEP n’aient pas été initialement gescpour traiter la pollution

microbiologique, il sS’avere que ces systemes pdenete réduire la charge bactérienne totale

d’environ 2 log (hors désinfection spécifique), shimue de certains indicateurs de

contaminations fécales et pathogenes. Cependantlestités de bactéries résistantes,

continuellement rejetées dans I'environnement diidis des STEP restent tres élevées. Par
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jour, un effluent de STEP déverserait enviroA 40032 UFC par équivalent habitant (Novo et
Manaia, 2010), parmi lesquelles entré 40.3° des bactéries posséderaient au moins un type
de résistance acquise. Ces chiffres soulignenpbitance des STEP dans I'accumulation et
I’émergence de bactéries résistantes dans I'envenment. De plus ces quantités, mesurées par
des méthodes de culture, ne considérant donc qguent% de la fraction bactérienne totale,
sous-estiment probablement les quantités réellsai@es études métagénomiques ont montré
'impressionnante diversité des genes de résistpotés par des éléments génétiques mobiles
présents dans des STEP (Szczepanostsidi, 2009; Zhangt al, 2011). Ainsi Szczepanowski

et al (2009) ont mis en évidence, dans des boues astile STEP, la présence de 140 genes
impliqués dans la résistance a la quasi-totalité fanilles d’antibiotiques (macrolides,
tétracyclines, céphalosporines, fluoroquinolonesminaglycosides, p-lactamines et
sulfonamides) et portés par des plasmides, donenpeliement transférables. Certains
eléments génétiques mobiles, en particulier lesylBont systématiquement détectés et leur
caractérisation les associe fréequemment a des gengsistancec{. dans ce chapitre, section

5, p.51).

La combinaison des structures génétiques mobiledestgenes de résistance, en
association avec les fortes densités et I'impoetativersité bactérienne présente dans les
bassins biologiques ou les cultures fixées épuesyifont des STEP des lieux avec des
conditions idéales pour les transferts de génesaceliulaires via transposition et
recombinaison et les transferts horizontaux (Sznzeyskiet al, 2009; Tennstedit al, 2003;
Zhanget al, 2012). De plus, il a été suggéré que les camtditiretrouvées dans les STEP
pourraient favoriser l'intégration de genes chroomogjues dans des plasmides (Martinez,
2009a, 2009b; Rahube et Yost, 2010). Ainsi, au lieuréduire le risque associé a la
dissémination de bactéries résistantes et /ou mi@sikiantes, les STEP maintiendraient voire
méme amplifieraient le phénomeéene. Néanmoins peaudké ont mis en évidence ces transferts

in sity, et les parametres environnementaux impliquésmesial compris (Merliet al, 2011).

Actuellement les procédés biologiques classiquiisad dans les STEP permettent la
réduction de la concentration en bactéries (vedessus). Cependant plusieurs études basées
sur la culture de bactéries ont montré que la peéca des bactéries résistantes n'est pas
diminuée, voire méme augmente, suite a un traiteowventionnel par boues activées (Zhang
et al, 2009c; tuczkiewiczt al, 2010; Da Silveet al, 2006; Ferreira da Silvet al, 2007;
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Novo et Manaia, 2010). Plusieurs cas de sélectmsitipe de souches résistantes ont éte
rapportés, parmi lesquels les suivants peuventéés :

- la proportion de bactéries du gemeinetobactemrésistantes a certains antibiotiques,
mais aussi multirésistantes a plus de 3 antibiesqaugmentant significativement suite
au traitement d'une STEP (Zhaagal., 2009c),

- la proportion de souches du genEmteroccocusrésistantes a la ciprofloxacine
augmentant significativement suite au traitemenhd’STEP (Da Silvat al, 2006),

- la proportion de souchesktiterococcus faecalst d’Enterococcus faeciungésistantes
aux fluoroquinolones augmentant significativememtesau traitement d’'une STEP
(73% avant et 78% aprés) (Luczkiewsdtzal, 2010).

Les mémes observations ont éteé faites sur la béselds métagénomiques. Ainsi, les
abondances relatives de certains géenes de résstansont pas diminuées lorsqu’elles sont
rapportées a la biomasse totale (sur la base cmnlzentration des génes codant pour 'ARNr
16S ou de la quantité d’ADN totale), et dans cesgaas elles peuvent augmenter. Plusieurs
études ont observé que la proportion d’'un geneigu@ldans la résistance aux sulfonamides
(sull) est identiqgue avant et apres le traitement opé&rédes STEP (Muniet al, 2011;
Czekalskiet al, 2012; Gacet al, 2012b). Pour le gensul2, égalemenimpliqué dans la
résistance aux sulfonamides, une augmentatioratberidance relative a été observé dans les
effluents traités d'une STEP (Czekalsdial, 2012). Pour ces genes, plusieurs auteurs ont
montré une corrélation positive entre la conceittnatde genes et la concentration en
sulfonamides, aussi bien dans des STEP que damévidges (Luoet al, 2010; Gacet al,
2012b).

A contrario, des diminutions de la prévalence de certainexh&su bactériennes
résistantes, ou de I'abondance relative de certgnss de résistance ont été aussi observées.
La proportion relative (sur la base de la conceioinades genes codant pour 'ARNr 16S) de
genes impliqués dans la résistance a la tétraey¢kt(W) et tet(O)), était diminuée suite au
traitement d'une STEP (Munét al, 2011; Gaet al, 2012b). Sur la base d’une normalisation
des genes par rapport a ’ADN total extrait, Zhaba@l (2009a) avaient observé une légere
diminution de I'abondance relative des getatfA) et tet(C) Pour ce type de genes, aucune
corrélation entre leur concentration et la con@ditn de tétracycline n’a été mise en évidence
(Gaoet al, 2012b). Il semble donc y avoir des comportemdiffgérents selon la nature du

gene étudié, traduisant la complexité du systeme.
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Par ailleurs, I'eau traitée n’est pas le seul iésies STEP, et les boues issues du
traitement constituraient une voie d’entrée majaledbactéries et genes de résistance dans
'environnementvia I'épandagei(e. valorisation agricole). La seule étude ayant daitbilan
guantitatif entre les effluents traités et les Isowaités d’'une STEP, a montré que la principale
voie de sortie des génesll, tetW et tetO est les boues traitées (Muret al, 2011).
L’amélioration des procédés de traitement des bseeble donc tout aussi importante que les
effluents. Conventionnellement, les boues prodyisles procédés de traitement des eaux
sont soutirées du systéme pour les éliminer. Agnréduire leur volume, ces boues sont
systématiquement épaissies et/ou déshydratéemfeispine ou des étapes supplémentaires de
stabilisation sont réalisées ; ces étapes peuweasister en un chaulage, un compostage ou une
digestion anaérobie. Globalement, Mumit al (2011) ont observé des concentrations
inférieures de bactéries et de certains genessiiagce dans des boues chaulées ou digérées,
gue dans des boues simplement épaissies ou dégagdrQuant a I'efficacité des procédés de

digestion des boues les conclusions restent dimezg€Ghoslet al, 2009; Maet al., 2011).
4.3 Les procédes d’épuration avancés et leur influsacéantibiorésistance.

L’émergence de micropolluants (métaux lourds, casBpo pharmaceutiques,
pesticides,...,) dans I'environnement, la connaissgaatielle de leur devenir dans les STEP
actuelles, et la volonté de maitriser leurs impalaas les milieux naturels ont mené au
développement de procédés de traitement avanc@ayuila plupart, viennent en complément
du traitement par boues activées. Les procédgsduescouramment rencontrés sont basés sur
la précipitation physicochimique et la filtraticgt, pour un traitement spécifique des bactéries,

un procedeé de désinfection peut étre ajouté.

4.3.1 Présentation des procédeés de traitement des eauxaaés utilisés au cours de

cette étude.

bY

Les bioréacteurs a membrane (BaM) : dans les STEBowe activée des

dysfonctionnements sont parfois observés au nideda séparation de la phase liquide (I'eau
traitée) de phase solide (les boues). Ainsi deséui®s également fondés sur une épuration par
boue activée mais avec une séparation physiquetedie par une membrane ont été congus
depuis quelques années. Les membranes utiliséemefpent une microfiltration ou
l'ultrafiltration, voire une osmose inverse ou unanofiltration, assurant a la fois une

élimination des particules en suspension et umeiridition bactérienne (si la membrane est
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inférieure a 0,2 um). Ces procédés appelés BaM dmmius en plus employés, notamment
dans le cas de traitement d’eaux usées indussjelieles problemes de décantabilité des boues
sont les plus fréquents. Deux types de configunatexistent : soit les membranes sont externes

au bassin biologique, soit les membranes sonttdiment plongées dans le bassin biologique.

L’ozonation (Q): L'ozone est un oxydant couramment utilisé pdoxydation de la

matiere organique et désinfection d’eau aboutisaalat formation d’eau et de @Cet des
produits d’oxydation, selon les doses d’ozoneclemges organiques, la qualité des polluants,

la dynamique du systeme.

Le charbon actif : Le charbon actif est un compibsétructure poreuse avec une tres

grande surface spécifique. Les polluants et legbas sont adsorbés sur ces surfaces poreuses.
L’application de charbon actif pour le traitemensaaux peut se faire en mélangeant les eaux
avec du charbon actif en poudre (CAP), ou par lteafion sur un filtre de charbon actif
granulaire (CAG). Ce procédé est couramment endplpgur le traitement d’eau de

consommation.

4.3.2 Influences des procédés de traitement avancés staritibiorésistance.

Bien que les premiéres études sur l'influence deprecédeés sur la résistance aux
antibiotiques aient été entreprises dans les anr&eses peu de données sont actuellement
disponibles sur leur influence sur la résistanceaatibiotiques.

Dans une premiére étude menée par (Gradiak, 1976), I'efficacité de la biofiltration
(utilisant des filtres sur lesquels des biofiimsdgeeloppent) et de la filtration sur sable pour
éliminer les coliformes portant des résistancessfeaables avait été soulignée. Les auteurs
avaient rapporté un taux de réduction de 50% d&rdportion de coliformes possédant des
plasmides présentant une ou plusieurs résistaheesiéme type de procédé, mis en ceuvre
dans une usine de traitement d’eau potable, a éades taux de réduction de I'ordre de 80%
de la concentration de génes impliqués dans latadsie a la tétracyclinéefA ettetC), et de
la concentration d’'IR (Zhangt al, 2009a). Cependant lorsque ces concentrations son
normalisées a la biomasse totale sur la base gigalatité d’acides nucléiques totaux présente
dans les échantillons, ces réductions sont infexgea 42,7%, suggérant que le procédé est plus
efficace pour réduire la concentration bactérietm@e que pour réduire celles des bactéries

résistantes.
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Dans un tout autre cadre, des biofiltres utilisgsstplusieurs procédeés de traitement des
déchets liquides de fermes porcines, permettentédaire la concentration de génes de
résistance a I'érythromycineefnX ermF et ermB avec des rendements plus ou moins
importants selon les fermes (Chatral, 2010). Le taux de réduction le plus élevé ajlemgu’a
2,8 log pour le genermB Cependant ces mémes procédés ne permettaidatngasiction du
genetetG impliqué dans la résistance a la tétracycline.s<Danméme étude, les auteurs ont
regardé l'influence de digesteurs anaérobies deeigcle deux fermes sur I'abondance de ces
genes de résistance, montrant de faibles tauxdietién de leur concentration (inférieurs a
1,4 log). Cependant aucune information sur l'effita de ces procédés pour réduire
I'abondance relative de ces geénes de résistansedidponible. Plus prosaiguement, ce manque
de données scientifiques sur l'influence des méthodctuelles de stockage des déchets
agricoles sur I'antibiorésistance a été soulignésdaeux revues (Heuet al, 2011; Chee-
Sanfordet al, 2009).

Les procédés de chloration des eaux a potabil@#ractuellement les plus employés
pour la désinfection, mais ceux-ci peuvent étrdigp@s a la désinfection d’eaux usées traitées.
Bien que les procédés de chloration réduisentaamtration bactérienne, plusieurs études ont
observé que la proportion de certaines bactérmstadites et/ou de genes de genes résistance
n'est pas réduite, voire méme augmente aprésrrait(Armstronget al, 1981, 1982; Xet
al., 2009; Huanget al, 2011a). De plus, des temps de rétention impbegres traitement a
faibles doses favoriseraient la réactivation deatees bactéries résistantes aux antibiotiques
(Huang et al, 2011a). Néanmoins des réductions de la propori@ certaines bactéries
résistantes apreés traitement ont aussi été obserddesi il semblerait que les résultats
dépendent de nombreux parametres tels que le wenpsntact, les doses, le mode opératoire,
mais aussi les bactéries et les résistances coésifléduanget al, 2011a). Par ailleurs, comme
pour les antibiotiques, il résulterait du traiteman chlore une augmentation de la proportion

en bactéries résistantes au chlore dans les effltieités (Ridgway et Olson, 1982).

L'impact de la désinfection par UV d'effluents tés (issus de STEP), sur
I'antibiorésistance a beaucoup moins été évaludepiprocédés de chloration. A I'échelle du
laboratoire, les UV permettent de réduire la cotre¢ion de coliformes totaux et résistants
d’un facteur d’environ 3 log, mais une augmentatieria proportion de coliformes résistants
a la tétracycline et au chloramphénicol est obse(eckes, 1982). De plus, quasiment la
moitié des souches isolées sont capables de trangdéirs résistancesk coli. Finalement

'application d’UV a des doses utilisées pour |aidfection d’effluents traités de STEP a été
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montrée comme induisant I'expression du g&oé\ chez certains isolats (Jungégral,, 2007).
La protéine RecA est connue pour intervenir damédalation de nombreux autres genes chez
la bactérie, et notamment I'expression de l'intégrd’IR via la réponse SOS (Gueret al,
2009). L'utilisation d’'UV pour le traitement d’eaisée présente donc des conditions idéales

pour favoriser la dissémination de genes de régistaux antibiotiques dans I'environnement.

Une seule étude rapporte I'influence des BaM suesestance aux antibiotiques (Munir
et al, 2011). Ainsi ce procédé montrerait de tres berefécacités d’élimination des génes
tetW et tetO impliqués dans la résistance a la tétracyclineecasies réductions de la
concentration des genes supérieures a 6 log. Capenes diminutions de la concentration du
gene de résistanselll, mais aussi la diminution de la flore hétérotrojpia cultivable totale et
résistante a la tétracycline ou aux sulfonamideseamnaient significativement pas différentes,
compareées a des procedes classiques (entre @gesdlbn les parametres). Pour les abondances
relatives basées sur la quantification des gendgantd’ ARNr 16S, la proportion de geniet
diminue suite aux différents traitements alors gee ratios restent identiques pour les génes

sull
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5 IMPLICATION DES INTEGRONS DANS LA DISSEMINATION DE
LA RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES DANS
L’ENVIRONNEMENT

Comme présenté précédemment, 'émergence de sardse aux antibiotiques est un
probleme de santé publique majeur. Au cours dedetfieres années, différents mécanismes
génétiques impliqués dans la dissémination deslatednce aux antibiotiques entre les bactéries
ont été identifiés. Les intégrons, éléments génétigcapables d’acquérir, d’échanger, et
d’exprimer des genes sous forme de cassettes @8 (€6), en font partie. Les intégrons sont
tres largement distribués dans le monde bactétgulus particulierement chez les bactéries a
Gram négatif. Ces éléments génétiques peuventpdires par des éléments génétiques
mobiles, tels que des plasmides et des ICEs proambuleur dissémination au sein des
communautés bactériennes. Initialement principahtréridiés dans les milieux cliniques, de
part leur implication dans I'émergence de la résis¢ aux antibiotiques, leur réle dans
'environnement est de plus en plus étudié. L'otifete la revue bibliographique suivante est
de faire une analyse des travaux récents publiéesintégrons impliqués dans la résistance
aux antibiotiques en dehors du contexte cliniquee dttention particuliére sera donnée aux

impacts anthropiques (agriculture, industrie, STHP...
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INTEGRON INVOLVEMENT IN ENVIRONEMENTAL
SPREAD OF ANTIBIOTIC RESISTANCE
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6 SYNTHESE

Cette synthese bibliographique nous amene a cendtmtérét recrudescent de la
recherche pour la problématique générale de I'eméibistance bactérienne, liée a la fois aux
craintes sanitaires mais également aux nouvellesudértes des relations entre les micro-
organismes. Ainsi les chercheurs se préoccupenndeanismes intrinseques aux transferts et
a la dissémination de genes, aux objets supportsetle résistance (plasmides, intégrons,
transposons...) et aux facteurs de pression effe@idmsommation d’antibiotiques) ou

prospectifs (procédés, stress environnementaux...).

Certaines études portant sur I'antibiorésistanags d&nvironnement montrent une
augmentation des liens entre les souches pathogeneshomme et I'animal, et les bactéries
de I'environnement. Ainsi des échanges génétiqure ees deux compartiments et ayant eu
lieu au cours de notre ére « post antibiotiquesont slémontrés. La contamination
microbiologique de I'environnement par des souar@hropiquesyia la chaine de déchets et
d’effluents reliant le microbiome de 'homme etl@imal aux communautés bactériennes de

I'environnement, favoriserait ces interactions.

L’implication de certains eécosystemes anthropiglaass cette dissémination (figure 9),
comme les hopitaux, les STEP et les fermes d’éeagdémontrée au travers des publications
caractérisani) le réservoir de bactéries multirésistantes, degée résistance et d’éléments
géneétiques mobiles, @) le rdle probable de ces ecosystemes comme platefdiéchanges
géneétiques. L’émission de leurs rejets dans I'emviement participerait donc a la dispersion
de [lantibiorésistance dans les milieux réceptedd® maniére spécifique et parfois
phantasmatique, les rejets des établissementsimie smt fortement suspectés de contribuer
majoritairement a la dissémination de I'antibiosémnce dans les réacteurs biologiques des

STEP positionnés en aval (cas des hopitaux rejdtard un réseau urbain).

Ainsi, les STEP constituent un rempart potenti¢éteehémission et la dissémination et
des bilans de fonctionnement sur les différentesyge procédés au regard de I'élimination de
polluants émergents sont rapportés dans la litteraCependant, il reste difficile de conclure
quant a leur efficacité dans I'élimination des gesnspécifiquement résistants et sur l'intérét

des nouveaux procédés d’oxydation avancée sur éagmgermes.
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Figure 9 : Voie d’entrées impliquées ou suspectiEeparticiper a la dissémination de la
résistance aux antibiotiques dans I'environnemiegd. fleches représentent en bleu : les flux
d’eau (les pointillés indiquent la filiere de pataation de I'eau), en marron : les flux de solide
en gris : le cheminement des animaux vers lesaltsgten pointillées noir : les consommations
d’antibiotiques.

La bibliographie montre la difficulté a évaluer o@niére rigoureuse, transposable et
comparable I'antibiorésistance dans des matrices@mementales, du fait notamment de la
diversité des bactéries et des déterminants gémstigpliqués dans cette résistance, et de la
diversité des méthodes employées. Certains élémgdmgtiques ubiquitaires dans les
communautés bactériennes jouent un réle centra @Badissémination de la résistance aux
antibiotiques. Les IR, qui permettent aux bactédequérir, d’échanger, d’exprimer des
genes présents sous forme de cassettes de géneg amécrits principalement, chez les
bactéries a Gram négatif comme des marqueurs paEtede I'acquisition, ou du transfert de
genes de résistance.

Nos travaux s'inscrivent dans ces différentes gnalaltiques.
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Résultats et discussion

L’objectif du travail présenté est d’évaluer ling@tion des effluents d'activités
hospitalieres et de la filiere carnée, sur la adigeation de I'antibiorésistance, au travers de la
dynamique des IR de leurs sources a leurs rejetsrdsultats de cette étude sont subdivisés en

trois parties.

PARTIE 1 : Estimation de la concentration des IR das des matrices anthropiques, et
influences des procédés de traitement

Cette premiere partie a pour objectif d’évaluefdiaablilité de la mesure globale de
I'antibiorésistance par les IR, et de donner umpdée vue d’ensemble de la dissémination de
I'antibiorésistance. Cette recherche est réalisétavers de I'analyse d’'un panel de résidus
biologiques d’origines diverses, et comprenant efflaents d'activités hospitalieres et de la

filiere carnée.

Dans cette méme partie, les IR ont été utilisés neembiomarqueurs de
I'antibiorésistance afin d'évaluer I'influence d®gedés de traitements par boue activée, aussi
bien au niveau de procédeés classiques de STER) giweau de procédés avancés de traitement

pour I'épuration des effluents hospitaliers.

PARTIE 2 : Evaluation dynamique de la morphologie @s flocs, de la diversité
bactérienne et des IR de classe 1 dans un réacteuboues activées traitant les effluents

d’un hopital.

Dans cette seconde partie, I'influence du traiteampar boue activée d'un effluent
hospitalier sur la biomasse épuratrice est inveégg Pour cela, dans des mémes conditions
opératoires menées a I'échelle du laboratoirealteement d’un effluent hospitalier est comparé
au traitement d’'un effluent urbain. La caractérisaties impacts sur la biomasse est effectuée
a l'aide de plusieurs parametres, comprenant e si@ la diversité bactérienne et des IR
comme biomarqueurs de I'antibiorésistance. Cettigepast présentée sous la forme d’un article

soumis pour publication.

PARTIE 3 : Impact quantitatif et qualitatif des effluents d'un hopital sur la

dissémination des IR.

Dans cette troisieme et derniere partie, une aaniaation approfondie de I'impact d’'un
effluent hospitalier sur la dissémination des IRleeteur contenu en cassettes de résistance, est

réalisée de la source au rejet. L’'objectif de egdil a la fois quantitatif, en terme de bilan de
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flux, et qualitatif, en terme de détermination dmienu de genes de résistance, est d’évaluer la
contribution réelle d’'un effluent hospitalier aweau d’'une partie du petit cycle de I'eau et de
déterminer I'impact d'une STEP municipale sur linidrésistance. Cette partie est également

présentée sous la forme d’un article soumis pohligation.
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1 ESTIMATION DE LA CONCENTRATION D’IR DANS DES
MATRICES ANTHROPIQUES, ET INFLUENCES DES PROCEDES
DE TRAITEMENT.

Le caractére de multirésistance de souches pathsgétant souvent associé a la
présence d’IR (Barraud et Ploy, 2011), I'excrétambactéries les hébergeant représenterait
une voie de dissémination de la résistance aukiatifues dans I'environnement. Dans les
centres hospitaliers et les fermes d’élevages, blastéries soumises a des pressions
antibiotiques, sont suspectées d’étre rejetéeslaamngronnementyia les effluents ou résidus
biologiques, créant ainsi d’éventuels points chaleldissémination de la résistance (Schwartz
et al, 2003; Baqueret al, 2008; Martinez, 2009a; Ferreied al., 2011). Finalement cette
contamination en IR d’origine anthropique dansmdgeux naturels pourrait jouer un réle dans
les échanges de genes ayant lieu entre le résisttamkenvironnement et les souches

commensales et pathogéenes de ’'homme et I'animal.

Afin d’évaluer le potentiel des effluents anthrapeg d’origine hospitaliere, et de la
filiere de production carnée bovine a disséminamtibiorésistance dans I'environnement, les
IR ont été suivis comme marqueurs génétiques dmudiaition et de I'expression de la
résistance aux antibiotiques. Pour cela dans pettaiere partie, il sera présenté :

- la réalisation d’'un état des lieux sur les con@iuns et 'abondance relative des IR
dans un large panel deffluents de diverses orgyiaathropiques, naturelles et
géographiques.

- I'évaluation des performances d’élimination deselRles bactéries dans des procédés
de traitement d’eaux usées municipales équipéesadsins a boue activée, et des
procédés de traitement avancé mis en place pdraifement d’effluents hospitaliers.
Dans un premier temps l'analyse des procédés pae hotivée classique de STEP
municipales et d’abattoirs, puis dans un secongseianalyse des performances des
procédeés avances pour le traitement des effluesistaliers seront réalisées. Pour cette
derniére partie, certaines hypothéses soulevéesitseomplétées par des études de

microscopie et de diversité bactérienne par PCR-BGG
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Le chapitre suivant présente successivement unie parmatériels et méthodes »
spécifiques et la description des différents sitesprélévement, puis la partie « résultat »
proprement dite.
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1.1 Matériels et méthodes

1.1.1 Caractéristiques générales des différents points daélévement étudiés

Au total 11 sites répartis sur 6 pays européengnétudiés. La figure 10 présente la
localisation de chacun de ces sites ainsi queif&gahts types de prélévements qui ont été

réalisés.

I
Ecosse Glasgow (EG)

5.8

Ecosse Borders (EB)

l_J_oIIande (HO)

a{gAllemagne (AL)

f

S Luxembourg (LU)

9. Abattoir 2 Aéz "r?e -
QSN b (A2) " Oflisier et fumier)
Abattoir 3 (A3)®% &

Abattoir 1 (A1) . __ |
. ": o, France Su M Est :.'(FSE)--
France Centre (FC) Ay \t_ oo

¢

. Google”

Altitude 930.44mi T

Figure 10 : Localisation des sites de prélevementdes différents types de prélévements

associes Q effluents hospitaliers ? : effluents d’abattoirs, ? . lesmilieux naturels,
Q . leseffluents urbains, Q : lesSTEP, @ : pilotes de traitement des effluents hospitaliers,

, . le lisier etle fumier. http://maps.google.

69



Résultats et discussion

1.1.1.1 Les centres hospitaliers

Dix centres hospitaliers dont une unité d’hopitalrecentre spécialisés dans la gériatrie,
répartis sur 6 pays européens et sur 8 zones gdoguas différentes ont été étudiés. Les
caractéristiques générales de chaque centre hompied de leurs effluents prélevés sont
présentées dans le tableau 3. Chaque centre Hiesgtadie présente des caractéristiques bien
particuliéres, en termes de taille (nombre deditant de 34 a 1076), consommation d’eau
(allant de 3 122 a 157 1833%an?'), flux d’eaux usées (allant de 8,5 a 814.jW), et
consommation d’antibiotiques (allant de 18 a 282itgan'). Les consommations
d’antibiotiques sont plus de 10 fois inférieuresiples activitées de soins spécialisés dans la
gériatrie. Avec 282 g.litd’antibiotiques consommeés par an, I'hopital H-Stlesentre ot les
antibiotiques (pour lesquels des données de consationmont été collectées), sont le plus
consommes (tableau 3). Parmi ces antibiotiquesidiacilline est la molécule la plus utilisée

par lit dans tous les hopitaux.

Les caractéristiques physicochimiques des eauxatéks sont variables, avec pour
certains sites des charges de matiére organiqueésoe ordre de grandeur qu’'un effluent
domestique (< 500 mgtide demande chimique en oxygéne (DCO) selon Bit2097%)), ou
plus élevées (pouvant aller jusqu’a environ 1 00§.thde DCO). Ainsi, sachant qu’'un
équivalent habitant produit environ 135 g de DCOjpar, un lit d’hépital produirait entre 0,6
fois moins et 6,8 fois plus de matiere organigeeminimum et le maximum correspondant
respectivement a I'unité de soins gériatriques HEEBau centre hospitalier H-FC. Les valeurs
des concentrations de I'azote et du phosphore sotai comparables a celles d'un effluent
domestique. La présence des effluents d’un restaated’une laverie au point de prélévement
ne semble pas majoritairement influencer les caratigues physicochimiques des effluents.
Cependant, la préfiltration des échantillons aVant prélevement diminue la quantité de

matiéres en suspension (MES) des échantillonsatédie
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Tableau 3 : Caractéristiqgues générales des hopiteubeurs effluents et des points de prélévement.

Allemagne Luxembour Hollande Suisse (H- Ecosse Ecosse Ecosse Ecosie France Centre | France Sud
(H-AL) g (H-HO) sU) Glasgow Glasgow Borders (H- | Borders*® (H- (H-FC) Est (H.FSE)
(H-LD) (H-EG) (H-EGG) EE) EEG)
Nombre de lits 380 360 1076 346 Jlgmees 120 2y ERL At 863 NC
occupationmoyenne >20% 4% ND 100% 100 ND 100 100 ND NC
Consommationd'ean |, 544 51400 87600 84987 47400 9944 63767 3122 157183 NC
Flux moyen des
e Ffluents (m? 1)*** 200 141 240 233 204 26 166 9 214 62
Activites ginsralas
. Activités Activités Activités Activités Activités =t ortho- Activités . Activités Activités
Composition des L. L . . » o . Activite . »
o cliniques clinques cliniques chiniques cliniques Eériatriquas pourla cliniques . climques chiniques
effluents prélevés o o o o o riadaptation das o géniatrique o o
genérales** | générales générales générales | générales ¥* platone geénérales ¥ geéneérales genérales
Der50mnsas Agsas
Les échantillons nclus les effluents:
d'unrestaurant Oui Non Crui Crui Cui Crui Oui Non Non NC
d'unelaverne Non Non Crui Non Non Crui Non O Non NC
Etape de préfiltration (exch?:i-:m de (exclusion | (exclusion | {exclusion
avant ) de de de MNon MNon Non Non Non MNon
échantillonnage particules>1 particules | particules particules
mm) *2mm) | *05mm) | >d4mm)
Charge d’antibiotique (g lit'1.a1)
Amoxicilline 2273 02,52 4749 256,11 125,37 21,52 7226 853 67.03 NC
Ciprofloxacine 9.61 16,30 8.96 17,88 24,19 1.32 2731 143 21,80 NC
Clanithromycine 3.82 347 040 401 18,04 1.33 2475 1,76 0,85 NC
Sulfamethoxazole 332 033 3,37 2,89 13,07 1,33 0,00 0,00 13,39 NC
Erythromycine 2,18 0.53 145 048 241 0,00 2,12 6,50 2,93 NC
Parametres physico-chimiques
DCO (mglh) TOO£ 280 350109 42443 IR0V 36348 Q73+ 548 746,78 300193 15+ 137 700393
DBOS (mgl) 325+112 19040 1882 ND 7530 217+£37 WD 23837 440+ 49 1984
MES (mgll) 0733 ND 78t s ND 1 1 ND ND 395126 261239
Azotetotal (mgl™) 6417 59£ 14 664 ;IDHI___‘IOC) 187 143 14= 144 0z4 66=3
f;;jﬁ};"mml 8313 | 6405 | 100%09 | 13:NC | 30203 12,0204 10,4% 1010 ND 6.1=0,2

*sous échantillon de I'hdpital général Ecosse-Borders; ** de I'eau de phue est susceptible d'étre récolté aupoint d'échantillonnage; *** le flux d’eau a été dédwit de la

consommation d’eau, excepté pourl’ effluent France-centre; ****nombre de lits comrespondant aunombre de lits occupés.® un seul échantillon analysé, P données exprimées en

m’.a’l NC : non comrmmmiqué, ND : non déterminé
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1.1.1.1 Les zones urbaines

Quatre zones urbaines, dont trois ne comportaniraatfluent d’activité clinique, et
réparties sur 4 zones géographiques difféerentegténéchantillonnées. Les caractéristiques
principales de chaque point de prélevement et des leaux usées sont rapportées dans le

tableau 4.

Au regard de la composition des effluents en tedi@guivalent habitant et de leur flux,
les tailles des zones couvertes au niveau desspadénprélevements et leur charge organique

respectives en terme de DCO sont trés variablesitale 13 a 957 mgt

Tableau 4 : Caractéristiques générales des ditfepmints de prélévement urbain effectués.

France Centre Frané:SetSud- BE(():r(szeSres France Ouest| France Centre
*%

(U'FC) (U-FSE)** (U-EB)** (U'FO) (U'FC)
Composition (EH) 285 000 32 000 25 000 ~ 4 000 13 360
Flux moyen (M) 38 240 4 397 ND 476 4 447
Activités hospitalieres Oui Non Non Non Non
Caractéristiques Physicochimique
DCO (mg.1 957+130 556+47 13* 642+220 250+ 74
DBO5 (mg.1) 329+33 219+12 118* ND 144+ 46
MES (mg.1) 461+128 255+21 ND 2371115 119+ 33
Azote total (mg:}) 44+7 53 +6 21* 55 +20 28+4
Phosphore total (mg) ND 9,1+1,0 3,6* 9,0 +3,2 ND

*Données obtenues pour un seul échantillon prélev@ur de forte pluie; **:échantillons corresponta
des influents de STEP. ND : non déterminé ;EH »ajait habitant

1.1.1.2 Les abattoirs

Trois abattoirs spécialisés dans 'abattage densovu de veaux, et répartis en France
sur 3 zones geéographiques différentes ont été éstudlies caractéristiques principales des
effluents sont regroupées dans le tableau 5. lbaulstion présente dans les abattoirs des sites
Al et A2 a été échantillonnée. Elle correspondfages des animaux durant le trajet jusqu’a
I'abattoir et pendant le stockage du bétail avaattage. Comme pour le fumier, les feces sont
mélangés avec de la paille. Pour chaque site tastéaistiques physicochimiques des effluents
sont comparables. Les charges organiques d’aziaiectade MES sont beaucoup plus élevées

dans les effluents d’abattoir comparativement afflnent domestique (Bitton, 2005).

Tableau 5 : Caractéristiques des effluents desatsaétudiés.

Abattoir 1 Abattoir 2 Abattoir 3
(E-A1)* (E-A2)* (E-A3)*
Type de bétes Boeuf Beeuf Veau
Flux moyen des effluents @it 910 NC 515
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Suite du Tableau 5
Parametres physicochimiques
DCO (mg.t) 5592 5936 7 020
Azote total (mg:h) 214 334 300
DBO5 (mg.1h) 3550 ND 3450
MES (mg.l") 3310 5790 3590

NC : non communiqué, ND : non déterminé ; *: échiammnis correspondant a des influents de STEP

1.1.1.3 Les STEP a boues activées

Cing STEP a boues activees ont été étudiées, coamtraleux STEP traitant des
effluents municipaux de villes francaises, et tr8IBEP traitant les effluents d’abattoirs de
bceufs ou de veaux (tableau 6). Les effluents sraiérespondent aux effluents décrits dans les
sections précédentes. Chacune des STEP est contphaséeitement primaire physique ayant
pour objectif I'élimination des plus grosses paigs (les prélevements étaient réalisés aprés
cette étape), puis I'épuration est réalisée patraitement biologique a boues activées suivi
d’'une étape de décantation dans un clarificateaur Bertains sites, une étape supplémentaire
de précipitation physicochimique avant rejet damailieu naturel est réalisée. Les échantillons
d’eau ont été prélevés au niveau de I'entrée & dertie de chaque STEP, et les boues ont été
prélevées au niveau de la recirculation. Pour T&sPSd’abattoir les boues apres traitement ont

aussi été échantillonnées.

Les deux STEP municipales étudiées sont trés diffés en terme de taille
d’exploitation €f. « capacité », tableau 6). Les rendements d’élitimnales STEP satisfont

aux normes imposées par les lois en vigueur relstux rejets de ces types de station.

Tableau 6 : Caractéristiques principales des STadées.

Cgrrwilrnec(es- Ersa;rége_FSSug)- Abattoir 1 Abattoir 2 Abattoir 3
FC)a b (S-A1) (S-A2) (S-A3)¢

Types d’effluents Urbain Urbain Abattoir Abattoir battoir
Capacité (EH) 250 000 32 000 NC NC NC
Flux moyen entrant* 34 093 4 037 910 NC 515
Flux moyen sortant * 41 230 4 397 868 NC 382
Effluent de soins Oui Non - - -
Traitement des boues$ - - Epaissis. + chaulage §ipais Epaissis.
Performances épuratoires (%) :
DCO 85 a 98 90 2 98 97 a 99 NC 99
Azote total 76 a 90 96 a 99 86 a 99 NC NC*
Phospore total 76 a 97 5a41 89 a 99 NC NC
DBOs 97 a 100 97 a 99 ND NC NC*
MES 93 a 100 90 a 99 97 a 99 NC 99

EH : Equivalent habitant? données obtenues sur juin/juillet 201'0données obtenues pour février 2011 et
janvier 2012 ¢ données obtenues pour janvier/février/mars 2@ tbnnées obtenues pour les trois premiéres
semaines de Mai 2011.*les valeurs en sortie de S&Rnt en dessous des normes de rejet imposées.
Remarque : pour les abattoirs seules les valeusg@ine ont été prises en compte. NC : non conguéni

ND : non déterminé, Epaissis. : épaississemennhées exprimées eréin
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1.1.1.4 Pilotes de traitement avancé des effluents hospitats

Les procédés avanceés testés au cours de cettearttided mis au point pour traiter
spécifiguement certains des effluents hospitalgé@srits précédemment (tableau 3). Ces
procédeés sont tous fondés sur un traitement phranéacteur & membrane (BaM) utilisant des
tailles de pores de membrane permettant la mitnatiibn ou l'ultrafiltration. Cette filtration
membranaire peut s’effectuer directement dansgsibdiologique, ou a I'extérieur du bassin
(tableau 7).

Tableau 7 : Caractéristiques et performances g@&séilas pilotes étudiés.

Localisation Allemagne (P-AL) Hollande (P-HO) Luxbourg (P-LU)
Echelle Industrielle Industrielle Laboratoire
Capacité moyenne 200% ! 240 ni.j?! 2 mj?
Prétraitement physique (mm) 1 6+0,5 5+2+0,2
Temps de séjour hydraulique Hh 60 20 8
Temps de séjour des boues).j 249 > 50 30-40
Configuration des membranes Interne au bassin Externe au bassin Interne au bassin
biologique biologique biologique
Seuil de coupure 0,04 pm (MF) 0,03 um (UF) 0,4 jwiR)(
Eonc_ent_ratlor_w de bolue dans le 10-12 8-12 10-13
assin biologique (g?)
Performances épuratoires (%) :
DCO total 96 % 94 % 92 %
Azote total 95 % 20 % 70 %
Phosphore total 76 % 7% ND
DBO5 > 90 % 99 % 99 %
MES > 90 % 93 % ND
Traitements supplémentaires - Os+ CAP + FS
testés PP - CAP +FS Os + CAG -
Oz : 5mg.H, 30 min ] )
CAP : 20?ng:ll, 40 min | O3 13 mg.F', 40 min )

MF : microfiltration, UF : ultrafiltration, @: ozonation ; CAG : charbon actif granulaire ; CA¢harbon actif
en poudre ; FS : filtration sur sable
Chaque pilote de traitement est spécifique, endsrde taille (échelle du laboratoire,
ou échelle industrielle), de configuration de l#rdtion (interne ou externe au bassin
biologique), de taille des pores de la membraniség (microfiltration ou ultrafiltration), et de
parametres d’opération (temps de séjour hydrauleguemps de séjour des boudg)us les
pilotes permettent une bonne élimination de la gharganique totale (DCO), de la charge

organique biodégradable (DBO5), et des matiéresispension (MES).

Dans certains cas, une ou plusieurs étapes suppigines de traitement ont été testées
sur le filtrat du BaM (tableau 7). Ces étapes iagnt en un traitement a I'ozone, et/ou au
charbon actif en poudre suivi d'une filtration sable, ou au charbon actif granulaire, la
configuration de chaque pilote est présentée dafigure 11.
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Hopital Bam

CAG

Hopital BaM

CAP FS

Hépital DN M3aR (@ 0.4um)
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v

Figure 11 : Configuration et caractéristiques dieggs étudiés. BaM : bioréacteur a membrane,
pour chaque membrane la taille des pores est iadig@ : ozonation ; CAG : charbon actif
granulaire ; CAP : charbon actif en poudre ; Fiirafion sur sable ; DN : bassin anoxique de

dénitrification. Les fleches bleues indiquent leftu traitement. : Points de prélevement ;

A N

. générateur d'e; : pompe , : membrane.

1.1.1.5 Eaux de surface

Trois rivieres (R1, R2 et R3) ont été échantilloeséur deux zones géographiques
francaises (« France centre »,FC et « France Sudl-ESE), et les eaux de deux étangs ont été
prélevées sur le site « France Centre » (E1-FQ&® (Figure 12). Les débits moyens des
rivieres sont présentés dans le tableau 8. L'éEnrEC correspondant au site 1 sur la figure 12
est une zone protégée, et I'étang E2-FC corresporadasite 2, est un plan d’eau avec des

activités récréatives.

Tableau 8 : Débits moyens des rivieres échantilesraux points de prélevement.

Riviere 1 France Centre| Riviere 2 France Centrg Riviere 3 France Sud-Est
(R1-FC) points 4,5 et 6 (R2-FC) point 3 (R3-FSE) points 1,2 et 3
Débit moyen (raj™) 4120 200 1632 960 6 445 440
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Figure 12 : Localisation des points de prélevemesdatisés pour les rivieres et les étangs (A)
« France Centre » et (B) « France Sud-Est ». Liesetede couleurs rouges indiquent les
territoires urbains, les teintes de couleurs raseisjuent les territoires industriels, les teintes
de couleur jaunes indiquent les territoires agesdt les teintes de vert indiquent les territoires
non exploités (Carte Corinne Land Cover). Les zategprélevement sont indiquées par des
cercles rouges, et le sens d'écoulement des rwiepar une fleche rouge.
http://www.geoportail.gouv.fr.

76



Résultats et discussion

1.1.1.6 Lisier et fumier

Le lisier et le fumier ont été échantillonnés susite de la ferme expérimentale de la
Bouzule située a proximité de Nancy. Cette ferm8Qftha de terres comprend un élevage de
300 bovins incluant 80 vaches laitiéres. Cet éleyamduit 1392 tonnes de fumier et 1577m
de lisier par an. Les caractéristiques physicodues principales du fumier et du lisier

prélevés sont indiquées dans le tableau 9.

Tableau 9 : Caractéristiques physicochimiquessierlet du fumier prélevés.

Type de prélévement Fumier Lisier Cuve Lisier frais
Point de prélevement 1 2 3 4 5 g 1 P 3 1
Température (°C) 36 33 41 50 48 46 14 15 13 14
O, dissout (mg:h 0,34 0,28
Conductivité (mS.cm) 8,17 10,97
pH 6,62 7,45

1.1.2 Méthode de prélevement et conditionnement

1.1.2.1 Prélevement des eaux

Tous les effluents, exceptés les effluents tradéspilote P-HO (apres le BaM,
'ozonation et le charbon actif granulaire), lesxeaaturelles (R1-FC, R2-FC, E1-FC, E2-FC),
et I'eau potable du robinet, ont été prélevés st 2 I'aide de préleveurs automatiques
réfrigérés a 4°C. Pour certains prélevements autsésaet réalisés sur site, correspondant a la
riviere R3-FSE, et aux effluents hospitaliers H-€iGH-FSE, des pains de glace étaient placés
dans le compartiment de préléevement des eaux. iéddsvpments étaient asservis au débit ou
au temps, dans ce dernier cas les échantillonsnétaiors recomposés en prenant en compte
les débits afin d’obtenir un échantillon représghtd’'une journée. Une fraction des
prélevements était ensuite prélevée dans des Bastériles. Les échantillons prélevés

ponctuellement ont été directement échantillonnésde de flacons stériles.
1.1.2.2 Prélevement des matrices solides

Les échantillons solides (boues de STEP non tsaigtetraitées, lisiers, fumiers et
stabulations) ont été prélevés ponctuellement gisautt des flacons stériles. Les boues de
STEP étant homogénéisées, un prélevement pondfeetug directement au niveau de la

recirculation ou au niveau des tanks de stockagddees traitées a été réalisé. Le fumier et le
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lisier n’étant pas homogénéisés, un protocole d2pement particulier a chaque matrice a été

appligué afin d’obtenir des échantillons reprédtifista

Fumier : Six points du tas de fumier ont été prélevés aeau de la zone la plus
ancienne (c'est-a-dire a l'arriere du tas). Poagale point la température a été prise a
environ 50 cm de profondeur avec une sonde (talBledtnsuite la couche superficielle
du fumier a été retirée (environ 30 cm) et a I'aidene fourche, un seau d’environ 10
L a été rempli. Chaque seau a été vidé séparémedes sacs puis leur contenu a éte
homogénéisé manuellement pour former 6 tas de fufdigs une fraction de chacun
des 6 tas a été prélevée et ont été groupés ptamiobn échantillon composite. Aprés
homogénéisation de ce dernier, un pot stérile se@t@li.

Lisier : Pour le lisier prélevé dans la cuve de stockagmmints de prélevements ont été
choisis : un point au niveau du déversoir de ljsgtrun point de part et d'autre du
déversoir. Les échantillons récoltés a I'aide d'peeche ont été rassemblés dans un
seau de 10 L. Aprés homogénéisation du lisier darseau, les échantillons ont été
répartis dans les flacons stériles. La tempéraugt® mesurée au niveau des 3 points
de prélevements (tableau 9). L'oxygene dissous ebhductivité ont été mesuriés
situdans la cuve au niveau du prélévement 2. Le pid mmésuré dans le seau. Un point
additionnel correspondant au lisier frais, c'eslira-a la sortie de I'étable, a été effectué
selon le méme protocole. L'oxygéne dissous, le lptonductivité et la température
ont été mesurés situ dans le tas de lisier frais. Aucune différence ét@ observée
dans la suite des résultats, par conséquent lesrgadu lisier frais et du lisier de la cuve
ont été groupés et rassemblés sous le terme e lisi

1.1.3 Biologie moléculaire

1.1.3.1 Extraction des acides nucléiques

Les eaux usées (traitées ou non) et les eaux Hasufaviere/étang) ont été filtrées

jusqu’a saturation en triplicat, en utilisant désefs stériles de 47 mm de diamétre avec une

porosité de 0,45 um (Millipore). L'ADN total des diéries retenues sur le filtre a été

directement extrait a l'aide du kit d’extractidPowerWate? DNA isolation kit (MoBio

Laboratories Inc.), selon les instructions du fogseur. Pour les matrices solides (boues de
STEP, fumiers, lisiers), le kit d’extraction d’ADMtal FastDNA spin kit for feceqMP

Biomedicals) a été utilisé selon le protocole faulDans ce cas, environ 250 mg de fumier, de
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lisier ou de boue traitée étaient extraits, ou pims boues de STEP non traitées a partir d’un
culot de 2mL de boues centrifugées (15 min a 1500@gur chaque extraction, un témoin
d’extraction a été réalisé a partir d’eau distibéerile pour le protocole « eau », et a partind'u
tube vide pour le protocole « solide ». La qualiés ADNs totaux extraits a été veérifiée par
électrophorése sur gel d’agarose 0,8 % (m/v) prus uantité a été dosée en triplicat par
spectrophotométrie a l'aide d’iNanodrof® spectrophotometdiThermo Scientific). Les ADN
ont été ensuite conservés a -20°C.

1.1.3.2 PCR en temps réel

Les intégrons de classe 1, 2 et 3 ont été détpatd3CR en temps réel multiplexe selon
le protocole de Barraudt al. (2010), et la détection des géenes encodant 'ARBE a été
réalisée par PCR en temps réel simplex en utilissntamorces universelles 338F et 518R
ciblant les Eubactéries selon le protocole de Rark Crowley (2006). Les réactions ont été
réalisées en triplicat en utilisant le thermocycl&lX3005P real-time detection system
(Stratagen®). Afin de s'affranchir des effets d’inhibiteurs deCR présents dans les
échantillons environnementaux, et coextraits avadaN total, ’TADN matriciel utilisé pour les
PCR a éteé dilué. Pour chaque type de matrice d’eawke solides, la dilution adéquate d’'un
échantillon d’ADN a été préalablement déterminéeqoantification des genes codant 'ARNTr

16S dans une succession de dilutions en sériexant.

Pour une quantification optimale des geinéld, intl2, intl3 et des genes codant 'ARNr
16S, chaque séquence ciblée a été clonée dansme piésmide standard (pour le détail de la
construction du plasmide se référer a 'annexe 23B). Ainsi une droite étalon comprise entre
10° et 1¢ copies du plasmide standard a été effectuée hdque quantification génique.
Pour chaque quantification, un contréle négatifstituné d’eau de qualité biologie moléculaire

stérile a été inclus.

Le calcul de la concentration d’'IR et de gene cod&RNr 16S a été réalisé en
soustrayant les valeurs obtenues pour le témoxird@ion, et en prenant en compte le volume
d’eau filtrée ou la masse seche extraite pour lagioes solides. Selon la base de données
Ribosomal RNA Databasée nombre moyen de copies par bactérie est estinfgla
(Klappenbactet al, 2001). Ainsi la quantité de bactéries présedéas chague échantillon a
été estimée en divisant la quantité de genes cdddriNr 16S déterminée par 4,1. Comme

cette quantité est basée sur un dosage a par#iaid et non un comptage direct des bactéries,
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dans la suite de ce chapitre, cette quantité detlies estimée est indiquée par le teBaet-
16S Pour chaque extrait d’ADN, I'abondance relatives dR a été calculée en divisant la
concentration moyenne d’IR par la concentration emoe deBact-16Sestimée (Hardwiclet
al., 2008). Le test statistique de Mann-Whitney aa@i@iqué a I'aide du logici@tatView 5.0

software(SAS institute Inc.), une « p-value » < 0,05 étatsidérée comme significative.
1.1.3.3 Imagerie par microscopie confocale

Le marquage par fluorescence de la viabilité bastae a été réalisé en utilisant le kit
LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kits (Molecular Probes), selon les
recommandations du fournisseur. Le SYBQest un agent intercalant de '’ADN qui marque
les bactéries mortes et vivantes, alors que l'iedde propidium, qui est aussi un agent
intercalant de 'ADN, pénétre uniquement les memésaendommagées. La présence de
I'lodure de propidium réduit la fluorescence du G¥*B résultant en un marquage rouge pour
les bactéries non viables. Des fragments de filtéesupés stérilement et déposés sur des lames
stériles ont été immergés avec 200 ul d’'une saiudituée 300 fois de la solution équimolaire
de SYTX9 et d’'iodure de propidium & 1,67 mM. Les acquisisi ont été réalisées entre lame
et lamelle avec un microscope confoc&M 510(Zeiss). Les longueurs d’ondes d’excitation
permettant de visualiser la fluorescence des marqugilisés étaient de 488 nm et de 543 nm
pour la fluorescence verte et rouge, respectivem&fih de garantir la stérilité de la
manipulation, un controle réalisé sur site endiitrde I'eau distillée stérile, et un contrble
réalisé au laboratoire avec un filtre stérile ot gtalisés en méme temps que les autres

échantillons. Aucune fluorescence n’a été détatdads les expériences controles.
1.1.3.4 Analyse de la diversité bactérienne par PCR-DGGE

La PCR-DGGE a été realisée selon le protocole dpari Laurenet al (2011), avec
guelques modifications. L’amorce universelle 34bmportant une « GC clamp » et 'amorce
universelle 518R ont été utilisées pour amplifierftagment du géne codant 'ARNr 16S des
Eubactéries (Muyzeet al, 1993). La PCR a été réalisée a partir de 1-hg’ADN dans un
mix réactionnel final de 100 pL. Vingt-cing micrinéis de produits PCR ont ensuite été déposes
sur un gel d’acrylamide/polyacrilamide (37,5:1) morant un gradient dénaturant linéaire de
40 % a 60 % d’'urée (m/v) et de formamide (v/v).leé&trophorése a été réalisée pendant 15 h
a 100 V dans du tampon TAE 1X et a une températeré0 °C, a l'aide du systemeddde

universal mutation detection systéBio-Rad Laboratories). Aprés 20 min de coloraiimec

80



Résultats et discussion

une solution dé&elStar™ nucleic acid stain solutighonza), et 20 min de décoloration dans
de I'eau distillée, les gels ont été visualisésssiomiére UV a 'aide dumolecular image?
GelDoc™ XRBiorad) et finalement analysés en utilisant gda@l Quantity One Quantitation
Software Version 4.6.[Bio-Rad). La similarité des profils obtenus, &asér la présence ou
'absence des bandes, a été calculée a partimdick statistique de Bray-Curtis en utilisant le

logiciel Primer6 version 6.1.6Plymouth Routines In Multivariate Ecological Raseh).

1.1.3.5 Analyses physicochimiques

Le détail des méthodes employées pour mesurer @& DCO, I'azote total, les

MES est présenté dans I'annexe 2, p. 231.
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1.2 Reésultats et discussion

1.2.1 Estimation des IR dans les matrices anthropiques

Il s’agit dans cette partie, d’établir la faisatdilde la recherche globale des IR comme
indicateur de charge de la résistance dans toetséne de matrices, et d’évaluer I'implication
des effluents d'origine hospitaliere et de la fiiecarnée bovine dans la dissémination de
I'antibiorésistancevia ce biomarqueur. Ainsi, une étude sur un large pdféhantillons
d’'origines anthropique et géographique diversegéacénduite. Des effluents d'activités de
soins généraux et gériatriques, des effluents nsbales effluents de STEP, des effluents
d’abattoirs de bceufs ou de veaux, et des résidisgiues solides de STEP et d’une ferme

bovine ont été étudiés.

Le détail de la composition de chaque classe d#Rtmpas analysé, cependant cela sera
examiné dans le chapitre 3 de la partie, p.135nMéins, tout au long de cette étude, les IR

de classe 1 ont représenté la fraction majeuréRies

1.2.1.1 Concentrations des IR dans les matrices liquides sblides

1.2.1.1.1 Les matrices liquides

La figure 13 rapporte les différentes concentraiditiR dans les matrices anthropiques
étudiées, au regard des concentrations présentsslda eaux naturelles, servant de référentiel.
Comparativement a ces dernieres, les concentratiRse sont révélées élevées dans tous les
effluents anthropiques. Ces valeurs sont du médre de grandeur que les concentrations d’'IR
d’effluents arrivant dans des STEP municipalesrsgltanget al. (2009a, 2009b). Bien que les
plus fortes concentrations d’IR aient été retrogvdans certains effluents hospitaliers, les
variations des concentrations observées d’un diteitie semblent indépendantes de 'origine
médicale, urbaine ou d’abattoir, et ne font pasads un type d’effluent particulier comme
une source majeur d’IR. Ainsi ces résultats momtgere quantitativement tous ces effluents

peuvent contribuer a I'introduction d’IR dans I'émnnement.

83



Résultats et discussion

1012

ﬁ [
101 ==

1010

108
Centres hospitaliers généraux

Centres gériatriques

108 Effluents urbains

B Effluentsd’abattoirs
107 1 Milieux « naturels »

108 ﬁ

103

Concentrationd’IR par L

104

102

PN ,’9- '\\ S ,'L\ fb\ ENRPIA ,'5\ PP ,'I) PARPARF RPN

VO T 8 & &
W ot ‘?r AP I CRAC)
RO x\*\,ﬁ‘” i e?* ERC NGNS

'\\,ﬁ\,q)- SRR R R

& o &

& o EE E .50,':\“]0”\,0,0

e QE'Q’\*O\? G P K :; ;®\1é$*g§@¢; :,;(‘ ox; h
@ Y N
o <@

Figure 13 : Graphe en boites représentant la réparties concentrations totales d’'IR mesurées tieslifférents prélévements. Les boites
représentent le®let le 3™ quartiles séparés par la médiane, et les valenisnm et maximum sont indiquées par les écartsr RS riviéres et
étangs, les points de prélévement correspondamtfigure 12 sont indiqués en exposant. Les sumjgeaeprésentent les gammes de valeurs
précédemment décrites dans la littérature, en ropgar des effluents arrivant dans des STEP (Zleaag, 2009b, 2009a), en vert : des eaux de
rivieres avec impact anthropique (Zhai@l, 2009a; Lucet al, 2010; Laparat al, 2011), en bleu : des eaux de riviéres sans ingudlropiques
(Wright et al,, 2008; Laparat al, 2011). n, nombre de fois ou I'’échantillonnagaearépété (chaque échantillon a été prélevéamcata) ; *

effluent urbain comprenant aussi les effluents hakgrs de I'H-FC ; **, échantillons pour lesquelacun IR n'a été détecté.
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Effluents d’origine hospitaliere

Au total, 10 centres hospitaliers comprenant 2ueffts issus de soins gériatriques,
répartis sur 6 pays Européens différents ont atdiét. Les concentrations d’'IR sont tres
variables entre ces différents points, allant @7 4 a 1,17.1€? copies.l respectivement
pour I'H-AL et I'H-BG (figure 13).

De nombreuses variables peuvent influencer ceseotrations, car les activités
hospitalieres varient au cours de la semaine, @I s&sons, impactant les parametres
physicochimiques et microbiologiques des effluékidnmerer et Henninger, 2003; Botitdi
al., 2007; Diwaret al, 2010). Cependant de nombreux autres facteurgepeinfluencer les
variations de concentrations d’'IR observées, tdiles les activités cliniques collectées au
niveau du réseau d’eau useée et leur dilution ageedux de pluies, des effluents de laverie ou
de restauration. Dans le cas des effluents isss®ide gériatrique, structures ou les patients
sont soumis a des antibiothérapies moins imporgantgs de plus longue durée (tableau 3), les
concentrations d’IR sont variables et du méme oddrgrandeur que dans certains effluents

hospitaliers.

Effluents d’origine urbaine

Dans les trois zones géographiques pour lesquédeseffluents hospitaliers et des
effluents urbains non influencés par des activitésques ont été étudiés (le site « France
Centre », le site « France Sud-Est » et le sitecs&e Borders »), les concentrations d'IR
détectées sont significativement plus importantessdes effluents hospitaliers que dans les
effluents urbains non influencés. Ces résultats nemé a penser que pour une zone
géographique donnée, I'antibiorésistance dansffegerts d’hopitaux serait plus importante
gue dans les effluents urbains. De plus, les cdrat@ns d’IR dans I'effluent urbain U-FC,
comprenant a la fois I'effluent hospitalier H-FCtetis les autres effluents de la ville, sont
significativement supérieures aux concentrationsl’eiuent urbain U-FC sans activité
hospitaliere (figure 13). Ce dernier résultat sugg effet possible des effluents hospitaliers
sur le contenu des IR arrivant a la STEP municipgaknalyse plus détaillée de ce point est
effectuée dans le chapitre 3, p.135. Toutefoiscparparaison avec la totalité des prélevements
effectués sur toutes les zones géographiquespteetrations retrouvées dans les effluents
urbains peuvent aussi bien étre égales ou supésieux concentrations retrouvées dans des
effluents hospitaliers. Par exemple, les concentratd’'IR dans les effluents hospitaliers H-

AL, H-LU et H-SU sont équivalentes aux concentragioetrouvées dans les effluents urbains
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ne collectant pas d’activité hospitaliére, alorg tgs concentrations dans les effluents H-HO,

H-FC et H-EB sont signifiactivements supérieurs.

Effluents provenant d’abattoirs

Trois effluents d’abattoirs ont été étudiés, congnutr2 abattoirs de boeufs et un abattoir
de veaux. Les concentrations d’IR retrouvées pesrtimis sites sont relativement homogenes
et correspondent aux gammes de concentrations ésssdans les autres effluents (urbains ou

hospitaliers).

Milieux naturels

Pour les rivieres échantillonnées, les concentratepnt variables et comprises entre
2,22.10 +2,87.10 et 8,15.10+1,69.16 copies.L?, respectivement pour les rivieres R2-FC et
R1-FC, alors que pour les étangs et I'eau potasecbncentrations sont sous la limite de
quantification fixée a 6,6.f0copies.* selon le témoin d’extraction utilisé lors de cette
manipulation. Les rivieres présentant les pluskdoncentrations d’IR sont situées dans des
zones urbaines, ou en aval de zones urbaiies de sites industriels (figure 12). Bien que la
corrélation statistique entre le taux de contanmmatles rivieres échantillonnées, et leur
concentration en IR n’ait pas été réalisée, cadteds confirment que la proximité de milieux
naturels avec des activités anthropiques augmesgeconcentrations d’'IR au sein des
communautés bactériennes (Wrighal, 2008; Lucet al, 2010). De plus, les valeurs les plus
élevées sont du méme ordre de grandeur que ceieédemment décrites dans des rivieres

ayant des influences agricoles et/ou urbaines @twa, 2010; Laparat al, 2011).

1.2.1.1.2 Les matrices solides

Pour évaluer la concentration des IR dans des eratgolides, un panel de résidus
biologiques issus de I'activités d’épuration d'eéhts municipaux (S-FC), deffluents
hospitaliers ( P-AL et P-LU), d'effluents d’abat®i(S-Al, S-A2, et S-A3), et des résidus
biologiques issus de la production bovine (fumlierer et stabulation), ont été étudiés (figure
14).

Avec une variation maximale de la concentrationl&ede 1,6 log, les concentrations
retrouvées dans les boues activées non traitéésedativement homogenes (figure 14). Ces
concentrations d’'IR sont du méme ordre de grandeercelles de boues activées d’'une STEP
municipale étudiée par Met al (2011), et ot 5.f0copies d’IR par gramme de boues séches

étaient quantifiées. Une réduction de la concentrates IR suite aux traitements des boues
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des STEP S-Al, S-A2 et S-A3 est observé. Cepentsitréductions sont significatives
seulement lorsque les boues sont chaulées (S-Afhgitant de diminuer la concentration de
1,2 log, alors que des procédés de traitement dassbpar digestion anaérobie optimisés,

permettent des réductions de la concentration pléR/ant aller jusqu’a 3 log (Mt al,, 2011).

Avec une variation maximale de la concentration dRegle seulement 1,8 log, les
concentrations dans le lisier, le fumier et lesbgl@ions sont relativement homogenes.
Toutefois, le lisier correspond aux plus hautesceatrations d’'IR par gramme de poids sec
(figure 14). Dans ces mémes échantillons, les curattons d’'IR sont, a 1 log pres,
égquivalentes aux boues traitées des STEP d’almtinontrant que ces deux types de matrices
peuvent potentiellement contribuer de maniere édeinte a la dissémination d’IR dans les sols

via leur amendement.
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Figure 14 : Graphe en boites représentant la igpantles concentrations d’IR par gramme de
matiere séche dans les matrices solides étudiées.

Peu de données sur la concentration des IR etreaptides résultats par gramme de
matiere seche sont disponibles. Néanmoins dansédiasents de riviere avec des influences
anthropiques, des concentrations d’IR d’envirofddpies par gramme de sédiments secs ont
été quantifiées par Luet al. (2010), suggérant que les matrices anthropicoléedes étudiées

constitueraient une voie de dissémination d’IR idioe anthropique dans les sols.
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88

Conclusions intermédiaires

Des concentrations importantes d’'IR dans toutesnasrices anthropiques étudiées ont
été observées.

La proximité de milieux naturels avec des activitésthropiques augmente les

concentrations d’'IR au sein des communautés bactéeis

Selon les activités ciblées, aucun effluent oudrébiologique solide ne semble étre une
source quantitative d’IR plus importante que letes

Les boues de STEP d’abattoirs de boeufs, les listdisss fumiers issus de la production
bovine peuvent potentiellement contribuer de manéguivalente a la dissémination d’IR

dans les sols via leur amendement.
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1.2.1.2 Abondances relatives des IR dans les matrices liqies et solides

1.2.1.2.1 Les matrices liquides

Afin d’étudier les quantités d’'IR indépendammentiaeharge bactérienne de chaque
effluent, 'abondance relative des IR a été cakudd divisant leur concentration par la
concentration bactérienne, estimée a partir deidantification des génes codant 'ARNr 16S
(Bact-163. Ainsi cette valeur nous permet d’exprimer unegaiee image de la prévalence des
IR dans les différentes communautés bactérienne#eés, tout en sachant les limites de notre
approches, telles que le fait que toutes les bastée possedent pas d’IR, et que les IR peuvent

étre portés par des éléments génétiques préseplsseeurs exemplaires dans une bactérie.

Effluents d’origine hospitaliere

Les abondances relatives des IR dans les efflierggitaliers varient de 0,9 a 4,8, a
I'exception du site hospitalier H-EG, et sont sigaitivement plus élevées par rapport a tous
les autres échantillons (figure 15). Ainsi, danddalité des effluents non hospitaliers, les
abondances relatives des IR sont inférieures aP@5: les effluents de soins gériatriques, les
abondances relatives sont égales aux effluentsngrisans activité hospitaliere, avec des

valeurs comprises entre 0,036 et 0,295 pour cestypes d’effluents.
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Figure 15 : Graphe en boites représentant la idparties abondances relatives d’IR dans les diffts prélevements. Les boites représentent le
1°" et le 3™ quartiles séparés par la médiane, et les valeinisnomm et maximum sont indiquées par les écartsr R rivieres et étangs les
points de préléevement correspondant a la figusob2indiqués en exposant. n, nombre de fois ah#gtillonnage a été répété (chaque échantillon
a été prélevé en triplicata). *, effluent urbaimgrenant aussi les effluents hospitaliers de I'H:E€ échantillons pour lesquels aucun IR n’a été
détecté
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Autres effluents et milieux naturels

Les effluents urbains incluant des activités densgirésentent en moyenne des
abondances relatives globalement supérieures, sigaigicativement non différentes avec les
autres effluents urbains, et sont comprises ent&30et 0,459. Pour les effluents d’abattoir, les
abondances relatives sont comprises entre 0,00,2@4, soit des valeurs proches des milieux
naturels étudiés ou les IR sont détectés. En eifetr ces milieux naturels les valeurs
d’abondance relatives sont comprises entre 0,003L28.

Avec des valeurs d’abondance relative moyenne &dds plus élevées que dans les
effluents urbains et de 10 a 1 600 fois plus impuds que dans les milieux naturels, la
proportion des IR dans les communautés bactériedess effluents issus des activités
hospitalieres est globalement plus importante ques dous les autres effluents anthropiques.
Dans les environnements hospitaliers, la séleal®rbactéries résistantes est associée a la
pression de sélection exercée par les fortes ctnatienms d’antibiotiques (Vander Stichede
al., 2006). Ainsi certaines études rapportent detages d'IR élevés chez des souches isolées
de milieux cliniques (Get al, 2008; Mokrackat al, 2011; Koczurat al, 2012). Ces résultats
suggerent que le potentiel de dissémination ddiliemésistance dans les STEP par les IR est
plus important avec les effluents d’activité climégqu’avec les autres effluents d’origine
anthropique. Toutefois il semblerait que les efiliseissus de certaines activités spécialisées
telle que la gériatrie, ou I'antibiothérapie estinsoimportante mais avec une hospitalisation
des patients plus longue, ne soit pas une sourséléetion d’IR aussi importante que les autres
activités cliniques. Néanmoins, il a été montré gaaerE. coli, les prévalences de bactéries
résistantes, multirésistantes, et hébergeant dedelRlasse 1 sont significativement plus
importantes dans un effluent d’'une maison de tetgue dans un effluent d’hopital. Ainsi les
auteurs suggeraient un effet plus significatif @wmntibiothérapie longue sur la sélection de
I'antibiorésistance (Oberlét al, 2012).

Les IR sont des éléments génétiques ubiquitaireetebuvés dans de nombreux
environnements sans impact anthropique (Gilliegal, 2008a). Pour les differents milieux
naturels testés, les abondances relatives sorénsgstjuement inférieures a 0,128. Dans la
littérature, sur la base d’approches expérimentaiesilaires, des abondances relatives
inférieures a 0,09 sont décrites pour des mattalkes que des rivieres ou lacs (Gillingsal,
2008b; Hardwiclet al,, 2008; Wrightet al,, 2008). Il semblerait que, malgreé les biais fussi

liés a la méthodologie employée entre les diff@erdétudes (extraction d’ADN, amorces
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différentes), I'abondance des IR dans les commesabactériennes des milieux naturels ne
dépasse pas un certain seuil, correspondant peshabt au « bruit de fond » d’IR

naturellement présent dans les communautés basiése

1.2.1.2.2 Les matrices solides

Les valeurs d’abondance relative des boues actté®aM du pilote P-LU traitant les
effluents hospitaliers H-LU sont presque 10 foigé&ieures aux autres matrices solides (figure
16). Comme les boues constituent un mélange esgrbdctéries épuratrice des boues, et les
bactéries de I'effluent les alimentant, cette déféce est tres probablement due a I'abondance
relative élevée des IR dans les effluents hospiali-LU (figure 15). Ces résultats suggérent
gue dans certain cas, les activités hospitalievasrgient augmenter la proportion relative d’IR
dans les boues d’épuration, accroissant conséquetmimerobabilité de dissémination de
I'antibiorésistance dans I'environnemerid la dissémination d’'IR. Cependant ce phénomene
n'a été observé que pour un seul site incitanteaagmtaine prudence dans l'interprétation. En
effet, pour le second site du méme type, correspandu BaM du pilote P-AL traitant
spécifiguement des effluents hospitaliers, les dbooes relatives d’'IR sont équivalentes a une
STEP municipale (figure 16). Ainsi des études m@pgrofondies sur ce sujet sont encore

nécessaires afin de d’évaluer ce risque a sayaster.
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Figure 16 : Graphe en boites représentant la igpartles abondances relatives d’IR dans les
matrices solides étudiées.
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Pour toutes les autres matrices, les abondan@s/esl des boues traitant des effluents
municipaux ou d’hopital (S-FC, 0.260,06 et P-AL, 0.190,08, respectivement) sont en
moyenne plus élevées que dans les boues de STE#tdies traités, le lisier, le fumier et la
stabulation, et ou ces valeurs sont respectivedeet066:0,019, 0.018+0,004, 0.062+0,010,
et 0.04740,007. Globalement, ces proportions sont plus élevées dpns des sols sans
influence anthropique, ou les abondances relatiapportées sont de I'ordre de 3,616t
2,0.10° (Byrne-Baileyet al, 2010; Gazeet al, 2011). Ainsi ces auteurs ont montré que
I'application de lisiers de porc ou de boues temtde STEP augmenterait significativement les

abondances relatives d’'IR a long terme dans lesrsokveurs.
Conclusions intermédiaires

=>» La proportion d’IR est spécifiquement plus impoteagians les communautés bactériennes
des effluents hospitaliers que dans toutes lessautratrices étudiées. Ceci suggére que
les environnements hospitaliers seraient une souleesélection plus importante de
souches hébergeant des IR, incitant a une certagilance dans la gestion de ces effluents

= Un impact potentiel du traitement des effluentsitabers sur la proportion des IR dans
les communautés bactériennes des boues d'épurati@é observé, nécessitant des

investigations plus poussées.
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1.2.2 Devenir des IR dans les matrices liquides des pradés conventionnels et avancés.

Dans le chapitre précédent, des concentrationg&tes’' IR ont été mises en évidence
dans tous les effluents anthropiques étudiést H@sc nécessaire de réduire leur concentration
avant leur rejet dans les milieux naturels réceptgour réduire au maximum la dissémination
dans I'environnement d’IR provenant d’activitéshanpiques. Ainsi, afin d’évaluer I'influence
des procédeés de traitement a boue activée surolesetrations d’'IR et de bactéries, les
efficacités particulieres de plusieurs STEP, @éss pour traiter les effluents municipaux ou
d’abattoirs, ont été évaluées.

1.2.2.1 Stations d’épuration a boue activée (STEP)

Les procédés conventionnels par boues activéesefterth une diminution maximale
significative de 2 log de la concentration totdl®dt deBact-16S$ initialement présentes dans
les effluents bruts (figure 17), et ce, indépendaminde I'origine de I'effluent (urbain

comprenant ou non des activités hospitalieres rougmant d’abattoir).
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Figure 17 : Graphe en boites représentant la iépastes concentrations (A) d’'IR et (B) de
Bact-16Spar litre d’eau d’entrée (E) et de sortie (S) d€B traitant des effluents urbains
( )ou d’abattoirs ), ainsi que les résualtabtenus pour une riviere (R2-FC) et de 'eau
potable du robine ). L'abattement moyenaledncentration pour chaque site est exprimé
en log10 de la concentration. ***, p < 0,01 ; nymwre de fois ou I'échantillonage a été réalisé
(chaque échantillon a été prélevé en triplicateyJéur sous la limite de quantification.

2 Le terme deBact-16Sest employé pour faire référence au fait que datte étude, la présence de bactéries se
au fait au moyen de la mesure de la quantité desggéodant I’ARNr 16S.
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Un abattement d’environ 2 log est usuel en STEBu& lactivée (Novo et Manaia, 2010).

Les concentrations d’'IR dans les effluents traitébains et les effluents traités
d’abattoirs sont du méme ordre de grandeur. Ceperitficacité des traitements, sans
procédé de désinfection spécifique, ne permet paddlire de maniére totale la possibilité de
dissémination d’'IR dans I'environnement. En effet toncentrations d’IR dans les effluents
traités sont environ plus élevées de 2 log que daesriviere sans influence anthropique
majeure (figure 17A), et les concentrationsBaet-16S sont respectivement d’environ 1 log
plus élevées que dans ce méme milieu naturel, 20 log de plus que dans une eau potable
du robinet (figure 17B). Ainsi, rapportées au filieau traitée par jour, entre 83@t 3.10°
copies d’IR sont ainsi déversées quotidiennemens dizs rivieres par la voie des effluents

traités de STEP municipales ou d’abattoirs.

Concernant I'abondance relative, la proportion ddBns les effluents municipaux
traités est diminuée de maniére plus ou moins fitgtive (figure 18). Ces résultats suggerent
gue les STEP municipales a boues activées ne genpas d’éliminer de maniére spécifique
les bactéries portant des IR par rapport aux aldtaeséries. Ce type d’évolution, suite au
traitement opéré par des STEP municipales, a ti&@bservé pour certains genes de résistance
et bactéries résistantes (Luczkiewetzal, 2010; Muniret al, 2011; Czekalsket al, 2012).
Dans certains cas, des augmentations de I'abondalatere de bactéries résistantes ont été
rapportées, suggerant que ces bactéries seraiens fien éliminées (Zhanet al, 2009c;

Czekalskiet al, 2012).
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Figure 18 : Abondance relative moyenne des IR auscdes procédés opérés par des STEP a
boues activées classiques. Le facteur de rédustmyen, correpondant au ratio de la valeur
avant et apres traitement, est indiqué pour chéatae. **, p < 0,05 ; =, n > 0,05. n, nombre
de fois ou I'échantillonage a été réalisé (chadunaetillon a été préleve en triplicata).
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Toutefois, les STEP étudiées tendent a diminudohdance relative des IR dans les
populations bactériennes. Par exemple, pour le®SiT&battoir, des diminutions significatives
sont observées pour les deux sites ou les aborsleglaéves d’IR sont les plus élevées (figure
18). Il semble donc que ces bactéries provenangffleents et hébergeant des IR soient plus
sensibles au procédé, et/ou moins adaptées aystéose épurateur. Ainsi, suite au traitement
opéré ces STEP, les valeurs d’abondance relatliRed#ins les effluents de STEP sont égales
aux abondances relatives d'IR de milieux naturfl®18). Ces résultats montrent que les
populations bactériennes des effluents traitésatfains ne présentent pas une proportion
anormalement élevée d’IR, et que I'introductiorRddans I'environnementia ces effluents,
est majoritairement due aux fortes concentratiomdalctéries présentes dans les effluents

traités.
Conclusions intermédiaires

= Les STEP n’éliminent pas completement les bactbébsrgeant des IR.
= Les STEP, rassemblant localement les effluentajsadt au point de rejet le déversement

de larges quantités d’'IR dans les milieux naturels.
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1.2.2.2 Influence de procédés avancés pour le traitement deffluents hospitaliers

L’analyse précédemment réalisée sur un panel daits d’origines anthropiques
diverses, a mis en évidence des proportions d’'li®s pinportantes dans les communautés
bactériennes des effluents hospitaliers, par rapgpox effluents d’abattoirs, urbains, ou de
centres gériatriques.

De part leur contribution a l'introduction de conggs pharmaceutiques dans les STEP,
et pouvant avoir des effets écotoxiques sur I'amriement, le traitement a la source des
effluents hospitaliers est de plus en plus envigggéheret al, 2011). Ainsi, dans le cadre du
projet européen PILLS visant a étudier la faisaébillu traitement sur site des effluents
hospitaliers, plusieurs procédés de type BaM, adsaaes traitements avances ont été évalueés.
Cette évaluation globale s’est basée sur des esitdiefficacité au regard de molécules
d’activité de soins, d’écotoxicité, de données éooiques, d’impact environnemental global
et de la réduction des bactéries et des IR. Ceatcbae focalisera uniquement sur I'analyse de
ce dernier point, pour laquelle deux types de méséde BaM, utilisant la microfiltration et
l'ultrafiltration, ont été suivis. Les autres infoations figurent dans le rapport PILLS
(Pharmaceuticals input and elimination from locaurses: Final report of the European
cooperation project PILLS, 2012).

1.2.2.2.1 Influence sur les concentrations d&act-16Set d’IR.

Les rendements de réduction des IR et Best-16Savec le BaM utilisant la
microfiltration (P-LU) sont inférieurs a 2 log (fige 19A et 19B), et par conséquent inférieurs
aux rendements de STEP a boue activée classiqueslikment, le seuil physique considéré
comme arrétant les bactéries est situé a 0,2 urmens certains auteurs rapportent des
phénomenes d'infiltration dBrevundimonas diminutau deListeria monocytogenespres des
temps de contact plus ou moins longs sur des mem@bide 0,2um, ou le passage de bactéries
de taille inférieure a 0,2um et appartenant a éesplydrogenophaga pseudoflajiaeeet al,
2010). Au-dela du seuil de 0,2um, la microfiltratiest connue pour ne pas arréter
physiquement toutes les bactéries, expliquant ites faibles taux de réduction de la
concentration bactérienne obtenus pour le BaMsatili de la microfiltration avec un seuil de
coupure de 0,4um (P-LU). Par conséquent, les caoratems d’IR et deBact-16Sdans les
effluents traités sont plus élevées que dans dksuminaturels sans influence anthropique

majeure d’un facteur d’environ 2 log.
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Avec les BaM utilisant [l'ultrafiltration (P-AL et #IO), les abattements des
concentrations d’'IR varient en moyenne de 2,9 ag(figure 19A). Ces rendements sont en
moyenne plus élevés que les rendements de 2,%&myeEs pour le gérseilldans un procédé
BaM (Muniret al, 2011). Cependant dans la méme étude, des dionsude la concentration
des genes de résistaried/VettetO d’environ 6 log et 7 log respectivement ont étéembees,
montrant des comportements trés différents seloigdmes étudiés, et reflétant probablement
le comportement différent des bactéries qui lesrgsEnt.
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Figure 19 :Graphe en boites représentant la répartition desecrations (A) d’IR et (B) de
Bact-16Spar litre d’eau au cours des procédés avancésstpsur traiter spécifiquement des
effluents hospitaliers (| ). Les résultats obsepaur une riviere (R2-FC) et de I'eau potable
du robinet sont indiqué ). L’abattement mogenla concentration pour chaque site est
exprimé en log10 de la concentration. ***, p < 0,0%, p < 0,05 ; =, n > 0,05. n, nombre de
fois ou I'échantillonage a été réalisé (chaque gtilan a été prélevé en triplicat). BaM-UF :
fitrat du procédé BaM par ultrafiltration ; BaM-MFitrat du procédé BaM par microfiltration,
Os: ozonation, CAP+FS: charbon actif en poudre coadéfiltration sur sable, CAG : charbon
actif granulaire.

L'ultrafiltration des effluents hospitaliers (P-Aket P-HO) permet d’achever des
rendements d’élimination d&act-16Scompris en moyenne entre 2,4 et 2,9 log, selohdage
initiale des effluents (figure 19B). Ces taux did@lnation sont proches de valeurs retrouvées
dans la littérature. Muniet al (2011) rapportent par des méthodes fondées swniire de

genes codant pour 'ARNr 16S, et sur la culture biestéries hétérotrophes aérobies (BHA)
totales, des diminutions de leur concentration diem 3,5 log. Une autre étude réalisée sur
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une usine de potabilisation d’eau de surface,satili le comptage des BHA totales et une
méthode directe de comptage de bactéries par ctiers@ flux, rapporte des diminutions de
la concentration bactérienne d’environ 3 log saiteltrafiltration (Hammest al, 2008).

Finalement, les concentrations d’IR suite a I'ditiation (P-AL et P-HO) sont proches,
voire identiques aux concentrations retrouvées digs milieux naturels sans influence
anthropique majeure (figure 19A). De la méme manikys concentrations dact-16Sdans
le perméat de l'ultrafiltration (P-AL et P-HO) soégales ou inférieures aux concentrations
retrouvées dans ce méme milieu naturel, et prodass/aleurs de concentration bactérienne

mesurée dans une eau potable, prélevée au rofiuet(19B).

Suite au traitement des BaM par ultrafiltrationAP-et P-HO), la combinaison de
différents procédés avanceés utilisant 'ozonatlercharbon actif en poudre combiné avec la
filtration sur sable, ou le charbon actif granudairéduisent au maximum les concentrations
d’'IR et deBact-16Sd’un facteur 0,9 log (Figure 19). Cette valeughgllement faible, vient
probablement du fait que les valeurs de conceatra&in amont de I'opération unitaire sont déja
trés basses. En effet, les procédés par ozonatanamment utilisés pour la production d’eau
potable, permettent d’achever de bon rendemera lliction de la concentration bactérienne
(environ 3 log pour la potabilisation d’eaux daé&res, selon Hamme al. (2008)). Dans nos
mesures, deBact-16Ssont quantifiees apres chaque étape du traitemtdeyr €limination est

inférieure a cette valeur.

Lorsque que I'on analyse la filiere membranairdogle on constate que les rendements
obtenus sont plus faibles que ceux théoriquemensagyés, et deBact-16Sont été détectées

apres la membrane, suggérant plusieurs hypothéses :

- un passage de bactéries au travers de membrarmeesudefses, mais celle-ci a étaient
neuves,

- de I'ADN passant au travers la membrane, mais léshades de traitement des
échantillons auraient di pallier ce biais (filtoatides échantillons a 0,45 pm)

- une présence de bactéries exogénes a l'effluent bru

Il est reconnu que les membranes d'ultrafiltratimmt une barriere physique efficace
contre les bactéries (Pauwelsal, 2006; Zanettet al, 2010; Martiet al, 2011; Keskest al,

2012). Toutefois, le développement de biofilms éaens, en aval de traitements avancés d’eau
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potable, a déja été notifié dans les réseaux d&msi, ces développements ont été suggéres
comme favorisés aprés une étape d’'ozonation qite sula dégradation des composés
organiques, augmente la concentration en carbammiteble (Bancrofet al, 1983; Zacheus

et al, 2000; Hammest al, 2008). De méme, le charbon actif et la filtratsur sable, situés
apres une étape d’ozonation, ont été montrés coiavoesant la croissance de bactéries a la
surface des particules (Bancreftal, 1983; Hammest al, 2008), en faisant également des
sources potentielles de développement bactériawvarde la filtration.

Ainsi, I'hypothese la plus vraisemblable serait atnatamination en aval du traitement,
induisant une surestimation des bactéries en soetimmembrane et une sous-estimation de
I'efficacité du traitement. Une conséquence deecettplication est que les populations
bactériennes en aval de la membrane ne sont pgatollement les mémes que celle en aval.

Cela sera développé ci-apres dans les sectioris2.2et 1.2.2.2.4.

1.2.2.2.2 Influence sur I'abondance relative des IR.

Suite au procédé par microfiltration du pilote P;U@bondance relative des IR est
significativement réduite (figure 20C), indiquantegle procédé BaM par microfiltration
permettrait une élimination plus importante destérées hébergeant des IR. Il peut donc étre
envisagé que les bactéries provenant de I'efflespitalier et hébergeant des IR sont plus

sensibles au procédé, et/ou moins adaptées ayséose epurateur.

L ultrafiltration des pilotes P-AL et P-HO réduigsificativement I'abondance relative
en IR. Cependant les taux de réduction sont vasathlun pilote a I'autre, et les abondances
relatives dans le filtrat sont en moyenne compresgee 0,02 et 0,84 (figure 20A et 20B). Les
taux de réduction les plus faibles sont observés [gopilote P-AL, alors que le pilote P-HO
permet d’obtenir d'importants taux de réductior’dieondance relative. Pour ce dernier pilote,
les valeurs d’abondance relative sont équivaleai®s milieux naturels (0,02), montrant

I'efficacité du systeme pour éliminer a la fois bexctéries et les bactéries hébergeant des IR.
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Figure 20 : Abondances relatives moyennes des I€bars des différents procédés opérés par
les pilotes. Le facteur de réduction moyen, cowadgpnt au ratio de la valeur avant et aprés
traitement, est indiqué pour chaque étape. ** @&l ; **, p < 0,05; =, n>0,05; n, nombre
de fois ou I'échantillonage a été réalisé (chaqeheastillon a été prélevé en triplicat). BaM-
UF : fitrat du procédé BaM par ultrafiltration ; BaMF : fitrat du procédé BaM par
microfiltration, G : ozonation, CAP+FS: charbon actif en poudre coapééfiltration sur sable,
CAG : charbon actif granulaire.

L’ozonation n'a plus aucun effet significatif lorsg I'abondance relative apres
l'ultrafiltration est basse (cas du pilote P-HO)ep@ndant lorsque les valeurs résiduelles
d’abondance relative d’IR sont élevées, comme poyilote P-AL, 'ozonation permet de
réduire significativement I'abondance relative tRgle 0,8 a 0,2 (figure 20A). Néanmoins, la
valeur moyenne résiduelle apres ozonation restgélet est équivalente a une eau usée
municipale (figure 15). Finalement, comme pourdeacentrations dBact-16Sou d’IR, les
étapes de charbon actif en poudre couplées attatith sur sable, ou de charbon actif
granulaire, ne diminuent pas significativement datlance relative des IR (figures 20A et

20B).
Conclusions intermédiaires

=>» La microfiltration n’élimine pas de maniéere effieales Bact-168S, et les IR.

=> L'ultrafiltration permet d’obtenir des concentratis de Bact-16S et d’'IR équivalentes aux
milieux naturels.

=>» Des bactéries seraient toujours quantifiables aptbaque étape de traitement avancé
mais cela viendrait d’un artefact expérimental.

=>» L'ultrafiltration peut permettre I'obtention de pportions d’IR dans les communautés

bactériennes des effluents traités équivalentedlascobservées dans les milieux naturels.
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1.2.2.2.3 Analyse de la présence de bactéries par microscomenfocale

La présence dBact-16Set d’IR aprés chaque étape de traitement desepilatilisant
l'ultrafiltration nécessite des investigations plpsussées (voir ci dessus). Aprés chaque
traitement opéré par le pilote P-AL des échantdlde I'effluent hospitalier, du perméat du
BaM par ultrafiltration, du perméat du BaM traitér mzonation, et du perméat du BaM traité
par le charbon actif en poudre couplé a la fikmatsur sable, ont été filtrés. Afin de vérifier la
présence de bactéries et leur viabilité, les §ltoat été observés par microscopie confocale

associés a un marquage par des sondes fluoresqeeri@ettant d’observer la viabilité

1 2

bactérienne.

Figure 21 : Images confocales réalisées a padin @litre de (1a) I'effluent hospitalier H-AL,
(2a) du perméat du BAM par ultrafiltration, (1b) garméat traité par ozonation, et (2b) du
perméat traité par le charbon actif en poudre @éapéc la filtration sur sable. Le trait blanc
représente I'échelle de 140 um. La viabilité baetére est caractérisée par un marquage
fluorométrique a l'aide du SYT® et de liodure de propidium. En vert apparaisdest
bactéries viables, et en rouge, les bactéries ianes.
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Les images obtenues montrent la présence de lesctéebles et non viables apres
chaque étape de traitement du pilote (figure 2dnfiomant la présence de bactéries vivantes
apres chaque étape de traitement opéré par le pdans I'effluent hospitalier, de nombreuses
bactéries vivantes ou mortes, seules ou agglomeax&esdes particules allant jusqu’a environ

90um sont observées (figure 21, 1a).

Apres l'ultrafiltration, beaucoup moins de bactgérisolées sont présentes, néanmoins
des amas plus ou moins gros (jusqu’a environ 90genpactéries vivantes et mortes sont
visualisés (figure 21, 2a). Apres l'ozonation, tpEss de bactéries isolées sont observées, et
seulement quelques petits amas composés de baatiéaates sont visibles (figure 21, 2a). La
présence d’amas de bactéries aprés I'ultrafiltnagiol’ozonation montre que les communautés
bactériennes sont principalement organisées sausefde biofilms. Apres le traitement au
charbon actif en poudre couplé a la filtration sable, le filtre analysé est recouvert d’'une
pellicule noire, montrant la présence résiduellettgrbon actif. Comme pour I'ozonation, peu

de bactéries isolées sont détectées (figure 21, 2b)

La présence de bactéries aprés chaque étapetdmtat serait imputable a la présence
de biofilms dans le réseau (Zachetsl, 2000; Hammest al, 2008). Ces biofilms auraient
pour origine des contaminations bactériennes examjauax effluents hospitaliers. En effet, les
réseaux d’eau ne sont pas maintenus stériles efondreuses sources d’introduction de
bactéries peuvent y avoir lieu. Par exemple, degpd’air extérieur pour maintenir la pression
interne des réservoirs de stockage d’eau suitevarlation de volume pourraient en étre la

cause.

1.2.2.2.4 Analyse de la diversité bactérienne par PCR-DGGE

Afin de vérifier si la présence de bactéries ob&esvavant et apres chaque étape de
traitement opérés par les BaM, est due a des dipaboentex situaux effluents hospitaliers,
'analyse de la diversité bactérienne a été eftsetpar PCR-DGGE d’une portion du geéne
codant 'ARNr 16S (figure 22). Pour la microfiltran du pilote P-LU, la similarité entre les
communautés bactériennes du permeéat et des boueapestante (65,3 % de similarité),
comparativement a la similarité des communautésébannes du perméat et de I'effluent
hospitalier (17,8 % de similarité). Ces résultaisfcment I’hypothése que, méme si le BaM

par microfiltration laisse passer des bactérigavets la membrane, les bactéries de I'effluent
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hospitalier sont mieux éliminées, et les bactéuemntifiees aprés la membrane sont
majoritairement des bactéries des boues.

L’indice de similarité entre les comunautés baetéres avant et apres l'ultrafiltration
et I'ozonation du pilote P-HO, est de 0 %, illustréefficacité de la bariére physique de
l'ultrafiltration empéchant le passage de bactépesvenant de I'effluent hospitalier, et
confirmant que les concentrations bactériennesctisge apres l'ultrafiltration seraient dues a

des contaminations exogénes a I'effluent hospitalie
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Figure 22 : Analyse par PCR-DGGE de la diversitddréenne (basée sur I'amplification d’'une
portion du géne codant 'ARNr 16S) au cours defedhts traitements des effluents hoptitalier
opérés par les pilotes. La similarité des profdsés sur la présence ou I'abscence de bande, et
calculée par lI'indice de Bray-Curtis, est présent@es les tableaux; BaM-UF : fitrat du procédé
BaM par ultrafiltration ; BaM-MF : fitrat du procédBaM par microfiltration ; BA : boue
d’aération. Les fleches représentent les bandesncmmas aux effluents hospitaliers et dans la
suite du traitement. * zone non incluse dans I'gs&l Q : ozonation, CAP : charbon actif en
poudre, FS : filtration sur sable, CAG : charbotif gganulaire.
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Cependant pour le BaM par ultrafiltration du pil®eAL, bien que la similarité des
communautés bactériennes obtenues apreés I'ultaifiib soit faible (17,8 %), certaines bandes
communes sont détectées avant et aprés l'ultedfdtr, suggérant la présence de bactéries
appartenant a des mémes taxons avant et aprésadtoin. De plus, 'abondance relative des
IR des communautées bactériennes apres l'ultedfon est élevée (0,84), soit des valeurs du
méme ordre de grandeur qu’un effluent hospitafigufe 15), suggérant que la contamination
en aval est liée aux mémes bactéries que cellésramndans I'effluent hospitalier (figure 22A).
Toutefois I'ozonation diminue la diversité bacténe (en terme de nombre de bandes

détectées).

Le traitement du perméat membranaire au charbdfreaqgtoudre combiné a la filtration
sur sable, augmente la diversité bactérienne. Baadgment, le traitement par du charbon actif
granulaire, réduit la diversité bactérienne. Comenencé précédement, le charbon actif
favorise la croissance de bactéries a la surfasepéddicules, et ce d’autant plus lorsqu’un
traitement par ozonation est réalisé avant, jastif’augmentation de la diversité bactérienne
apres cette étape. Cependant, théoriquement, cexiba sont fixées sur une phase solide et
ne devraient pas se retrouver dans l'effluent&raitbomme observé pour le charbon actif
granulaire. La présence résiduelle de charbon aatipoudre dans I'effluent traité par la
filtration sur sable (étape ayant pour objectiflid¥ner les particules de charbon actif) étant
observée (Figure 23), ceci pourrait expliquer l'aegtation de la diversité bactérienne apres

cette étape.

Figure 23 : photo d’un filtre obtenu apres filtaatide I'effluent traité au charbon actif en poudre
combiné a la filtration sur sable.

Par ailleurs, certain taxons identiques a l'efflubpspitalier sont détectés apres le
traitement au charbon actif granulaire. Cependabbhdance relative dans I'effluent traité est
trés basse (0,02), et équivalente aux milieux e&usuggérant gue ces bactéries sont exogenes

a I'effluent hospitalier.
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Conclusions intermédiaires

> La différence entre les taux d’élimination des BB8E escomptés et ceux mesurés peut
provenir d’'un artéfact expérimental lie¢ a la coniep méme du pilote et des sites de
prélevement. Il est donc important de recommander vgilance particuliere lors de la

conception de ce genre d’installation.
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1.3 Conclusions

L’étude globale d’'un panel de résidus biologiquasigines anthropiques diverses a
montré la faisabilité de la mesure globale de ilaatésistance en utilisant les IR comme
biomarqueurs. Ainsi, il est mis en évidence quesffisents d’origines médicale, municipale,
ou de la filiere carnée bovine participent a l'oaduction d'IR dans I'environnement. Les
procédeés actuels de traitement des effluents,é&tepar des STEP a boue activée, réduisent a
la fois les concentrations de bactéries et d'IRpebelant ces procédés ne limitent pas
suffisamment les concentrations bactériennes, ®fjdantités non négligeables d’IR peuvent
atteindre quotidiennement I'environnement. De plss,type de procédé ne réduit pas de
maniere efficace la proportion d'IR dans les comauiés bactériennes, suggérant une

introduction de bactéries hébergeant des IR doeiginthropique dans I'environnement.

Dans un second temps, cette étude a mis en évidesqgaroportions d’IR plus élevées
dans quasiment tous les effluents hospitalierspgaoes testés, soulignant la sélection et le role
important des IR dans ces milieux. Par conséquaavigilance plus accrue dans la gestion de
ces effluents doit étre menée, et leur implicatiams la dissémination de la résistance aux

antibiotiques doit étre explorée.

La gestion séparée du traitement des effluentsitatisps par des procédés avancés par
BaM permet de diminuer a la fois la concentratibhadondance relative des IR. De plus les
procédés d'ultrafiltration permettent d’atteindessaoncentrations d’'IR et de bactéries proches
des milieux naturels. Suite a un traitement mendirarefficace, les traitements avancés du
perméat membranaire par ozonation, charbon actijpardre, ou charbon actif granulaire
n'ajoutent pas de meilleures performances d’élitmmaa la fois de bactéries et des IR.
Toutefois, 'ozonation est un procédé pouvant sélet efficace lorsque les étapes en amont le
sont moins. Finalement le charbon actif granulg&entit une meilleure rétention des bactéries

gue le charbon actif en poudre.
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2 EVALUATION DYNAMIQUE DE LA MORPHOLOGIE DES FLOCS,
DE LA DIVERSITE BACTERIENNE, ET DES IR DE CLASSE 1 DANS
UN REACTEUR A BOUES ACTIVEES TRAITANT LES EFFLUENTS
D’'UN HOPITAL.

Les effluents issus d’activités de soins constitysour les systemes de traitement
collectifs une source d’introduction ponctuellecdenposés chimiques spécifiquement utilisés
dans les hopitaux, et présentant des risques égaasxpour I'environnement (Escherr al,
2011). D’un point de vue microbiologique, la premiéartie de ce travail a montré qu'il
semblerait que ces effluents représentent égalenmamtsource ponctuelle importante de
bactéries hébergeant des IR. Comme alternativgalllstion engendrée par ces effluents, leur
traitement spécifique est de plus en plus envis#gssi, l'utilisation des IR comme
biomarqueur de I'antibiorésistance pour évalueffitacité de procédés de traitement des
effluents hospitaliers, a laissé paraitre un eftetraitement de ces effluents sur la proportion

des IR dans les communautés bactériennes des thépesation.

L’objectif de ce chapitre est ainsi de mieux complre et évaluer I'influence que peut
avoir le traitement d’'un effluent hospitalier sarbbiomasse épuratrice d’un systéme a boue
activée. Afin d’appréhender cet impact, une étuddtirparameétres a été conduite en faisant
appel a des outils permettant une caractérisatiea Houes d’épuration au niveau

physicochimique, microscopique, et moléculaire.

Les résultats de ce travail, présentés sous laefdfom article soumis pour publication,
montrent que le traitement d’'un effluent hospitabemble présenter une toxicité pour les
bactéries, comme constaté par I'observation dedién des flocs des boues d’épuration.
Cependant les analyses de diversité bactérienne@arDGGE et pyroséquencage montrent
gue cette toxicité n’aboutit pas a la destructiedadcommunauté bactérienne des boues, mais
a leur adaptation, permettant ainsi de maintesiptformances épuratoires du systeme. Cette
hypothése est appuyée par les observations réapis@enicroscopie confocale, et qui a révelé
une plus grande proportion de matrice exopolyméridans les flocs traitant un effluent
hospitalier, comparativement aux flocs traitanteffluent urbain. L’analyse de la diversité
bactérienne par pyroséquencage a montré a la fibegjgérience un accroissement de la
proportion de bactéries formant des flocs et cosnpeur produire des substances
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exopolymériques. Parmi ces bactéries, une intrasluciu un développemeint situ d’especes
affiliées au genr®seudomonaa lieu dans les boues traitant I'effluent hosptalConcernant
les IR de classe 1, cette étude confirme I'obsemaprécédemment faite et montre une
augmentation de la proportion d’IR de classe lemde la communauté bactérienne des flocs
traitant spécifiqguement I'effluent hospitalier. Ainl peut étre envisagé que cette augmentation
serait en partie influencée par IBseudomonaspp., genre bactérien connu pour présenter
d’'importantes prévalences de souches portant defe IBasse 1. Cette adaptation des boues
épuratrices, et observée suite au traitement dffimeat hospitalier, augmente le risque de

dissémination de 'antibiorésistance dans ces comannés bactériennes.
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3 IMPACT QUANTITATIF ET QUALITATIF DES EFFLUENTS D’UN
HOPITAL SUR LA DISSEMINATION DES INTEGRONS DE
RESISTANCE.

Au cours des différents travaux menés et présata@ds ce manuscrit, nous avons pu
observer que globalement les effluents anthropigtiediés contribueraient a la dissémination
de I'antibiorésistance dans les STEP. Toutefoiseffisents hospitaliers présentent un taux
spécifiguement plus élevé d’'IR dans les communaodéseriennes issues de ces structures,
suggérant que le risque de dissémination de souéketantes serait plus accru. Il est donc
primordial d’investiguer l'influence réelle desleénts hospitaliers sur la dissémination d’IR
au sein d'une STEP urbaine collectant ce type Idefit, et d’évaluer l'efficacité de ces
dernieres pour éliminer ces IR. Le travail présetddis cette partie s’inscrit dans cette
thématique. Pour cela, la dynamique de la confohut’'un effluent hospitalier, d’'un point de
vue quantitatif et qualitatif, c'est-a-dire respesminent en termes de flux des IR et de

dissémination des cassettes de géne de résistaneatibiotiques, a été étudiée.

Ce travail, présenté sous la forme d’'un articlensisiypour publication est basé sur une
analyse réalisée au niveau métagénomique et assdes données de flux d’eaux usées, afin
de donner une vision générale et réelle des traasfidR de classe 1, 2 et 3 de la source
jusqu’au rejet dans I'environnement. De la mémeiaranl’investigation des cassettes de gene
hébergées par les IR de classe 1 par une approétagdénomique a pour objectif de donner
une vision globale et essayant d'étre la plus estinae) afin de caractériser la diversité

géneétique associée a ces IR transitant au traesrsddeaux d’eaux usees.

Cette étude montre au niveau local, une influenes effluents hospitaliers sur
I'introduction des IR au niveau des STEP. En dffien que dilué dans le réseau urbain, au
moins 14% des IR arrivant dans la STEP auraienbugae hospitaliere. De plus les cassettes
caractérisées dans l'effluent hospitalier contiahngdes génes spécifiques de l'activité
hospitaliere. Cependant, cette étude montre ausdegestant des effluents arrivant a la STEP,
et ayant principalement une origine urbaine, pigeitt quantitativement au plus grand apport
d’'IR au niveau des STEP et aussi a l'introductiomnd plus grande diversité génétique,
comprenant certaines cassettes de genes de résistartérét clinique. Finalement la STEP

urbaine réduit la concentration d’'IR mais n‘empéglas des IR d'origine anthropique de
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rejoindre I'environnement. De plus les résultatscdde étude appuient I'’hypothéese que des
échanges génétiques auraient lieu entre des lectédiorigines anthropique et
environnementale, soulevant la nécessité de miantraler les flux microbiologiques

anthropiques introduits dans I'environnement.
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Synthése & conclusions des travaux

La résistance des bactéries aux antibiotiquesues lmodes de dissémination sont des
problématiques majeures interpellant les gestioasalu risque sanitaire, du corps médical, les
scientifiques spécialistes du transfert de génasi que les exploitants de centres d’activités
de soins, de stations d'épuration (STEP) et lediaggesires de I'environnement. Ces
guestionnements font actuellement l'objet d’une iawEzhtion relativement importante,
suscitant une certaine inquiétude quant a la gegtmbale des rejets contaminés et le contréle
de ces bactéries dans différents environnementgatatou anthropiques. Il devient donc
essentiel de se préoccuper de cette problématigoeuplant a la fois les différentes approches

et points de vue des parties prenantes pour y dép@u mieux.

Les travaux présentés dans ce manuscrit avaient gour objectif d’évaluer
limplication des effluents d'activités hospitakeret de la filiére carnée, sur la dissémination

de I'antibiorésistance, au travers de la dynamiapgIR de leurs sources a leurs rejets.
Ces travaux constituent ainsi une contribution :

* ala caractérisation rapide de I'antibiorésistatic@e maniere globale,

* a l'établissement d’'un bilan quantitatif de I'antitésistance dans différents
effluents et matrices solides,

» a la caractérisation de l'efficacité des procedgdogiques, traditionnels et
avances, mis en place sur des STEP pour I'élinunates pollutions organiques

et/ou médicamenteuses.

Pour ce faire, cing parties ont été exploréeda fertinence et la faisabilité de la mesure
des IR comme biomarqueur, (ii) le bilan des corgeziu IR d'effluents et résidus biologiques,
(iii) la caractérisation locale de l'influence dtaités hospitalieres sur le réseau d’eaux usées
urbain et sur l'efficacité de traitement d’'une STERnicipale, (iiii) l'efficacité de procédés
limpact d’effluents hospitaliers. Chacune de cestips reposent sur l'investigation d’un
élément geénétique, les intégrons de résistance, (tRJinis comme une plateforme
d’acquisition, d’accumulation et d’expression dae@gde résistance aux antibiotiques. Ce type
de structure génétique émerge en effet dans @ditire scientifique comme un marqueur

potentiel de I'acquisition de la multirésistancetéaienne.
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1 PERTINENCE ET FAISABILITE DE L'EVALUATION GLOBALE
DE L'ANTIBIORESISTANCE EN UTILISANT LES IR COMME
MARQUEUR GENETIQUE.

De nombreux facteurs sont impliqués dans la digs#tion de la résistance aux
antibiotiques. Parmi les facteurs génétiques, lloapion des intégrons de résistance (IR) dans
'acquisition et I'expression de I'antibiorésistenchez les bactéries a Gram-négatif, a fait
I'objet de nombreuses études en milieux hospit&tiaerétérinaire. Ces études ont souligné le
réle et limplication des IR dans I'émergence dantibiorésistance chez des souches

pathogenes pour ’'homme et I'animal (Barraud eyP2011).

Par ailleurs, les IR ont été montrés comme ubigegadans I'environnement. Ce
caractére universel en fait des structures idédées les échanges entre le résistome de
'environnement et le microbiome de I’homme et’daimal. De plus, d’'une maniere générale,
les impacts anthropiques modernes tendent a augmanprévalence des IR aussi bien chez
’lhomme, que chez 'animal, ou dans I'environnem@&kurniket al, 2005, 2006; Rosewarne
et al, 2010).

D’un point de vue méthodologique, la diversité déne, impliquée dans la résistance
aux antibiotiques et sa dissémination, rend towi@uétion globale fastidieuse. Dans la
littérature, cette diversité se traduit par unetitugde de méthodes employées pour étudier la
dissémination de [lantibiorésistance dans I'envirement, rendant I'évaluation de la

contribution de certains biotopes difficile a apgmméder.

De part le role important des IR dans l'acquisitedri’expression de la résistance aux
antibiotiques en milieu hospitalier, leur implicati potentielle dans les échanges génétiques
bactériens entre ’'homme, I'animal et I'environnernet leur structure conservée facilitant leur
détection, ils sont un outil idéal pour évaluemiilication des effluents d’origine anthropique

dans la dissémination de 'antibiorésistance damvironnement.

Dans nos travaux, l'utilisation de méthodes métagéques pour la recherche et la
caractérisation des IR s’est révélée comme un mdy@mluer, et ce d’'une maniere globale, la
résistance aux antibiotiques, dans une série deicemt d’origines anthropiques et
géographiques diverses. Ainsi, nous avons démajuee I'utilisation de ce bio-marqueur

permet d’évaluer la contribution des effluents ampigues, issus pour notre cas des activités
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hospitalieres et de production carnée bovine, tdgssémination de l'antibiorésistance dans

I'environnement (chapitres 1 et 3).
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2 MESURE GLOBALE DES QUANTITES D’'IR DANS DES
EFFLUENTS ISSUS DE DIFFERENTES ACTIVITES
ANTHROPIQUES.

Actuellement peu d’études se sont intéresséesbiarésistance dans les effluents en
amont des STEP, alors que paradoxalement les SiE€t@montrées comme une source de
bactéries résistantes et de génes de résistandler(®m et al, 2004; Pooleet al, 2005;
Szczepanowsket al, 2009; Novo et Manaia, 2010). De plus, certgmosnts chaudsde
sélection et de dissémination de la résistancaatilziotiques comme les hdpitaux et les fermes
sont suspectés de participer activement a la disséion de l'antibiorésistance dans

'environnement (Lupet al, 2012).

Par comparaison avec des milieux naturels, toegemhtrices anthropiques étudiées, et
donc toutes les activités humaines ciblées duratie cétude (activités de soins, activités
urbaines, activités d’épuration des eaux uséesijtastde production et d’abattages de bovins),
contribueraient a la dissémination de I'antibicsémice dans I'environnemevita les IR. De
plus, au regard des abondances relatives, towtextigités anthropiques tendent a sélectionner
les IR au sein des communautés bactériennes desréf ou des résidus biologiques (figure
24). Afin d’éviter toute introduction d’'IR d’orige anthropique dans I'environnement, le

traitement de ces effluents pour éliminer les biaetéhébergeant ces IR est primordial.

Ainsi, ce travail a permis de confirmer que lestéraents des effluents urbains et
d’abattoirs par les STEP a boues activées diminlesntoncentrations d’'IR d’environ 2 log
(efficacités égales aux réductions de la conceotrdiactérienne). Cependant, ces taux de
réduction ne permettent pas d'atteindre la qualiés milieux récepteurs, en terme de
concentration d’'IR, et de concentration de bactéfistimée a partir de la quantification des
génes codant 'ARNr 16S). Ainsi, jusqu'a #0R sont déversés quotidiennement dans

I'environnement.

Toutefois, la dilution des effluents traités daes fivieres réceptrices n’aboutit pas a
une augmentation détectable de la concentratida Babondance relative des IR. En effet, les
IR sont des éléments génétiques ubiquitaires Balement présents dans les communautés
bactériennes de I'environnement, constituant ueud sninimal » d’'IR dans ces communautés.
Dans les différents milieux naturels étudiés, Esurs observées sont d'ailleurs du méme ordre

de grandeur que dans des échantillons avec tréopeas, de pression anthropique (Gillings
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et al, 2008b; Hardwiclet al, 2008; Wrightet al, 2008). Cependant, I'analyse de plusieurs
prélevements effectués dans des milieux naturtdadé et rivieres), a suggéré un effet de la

proximité de zones urbaines sur les concentragbssir 'abondance relative des IR dans ces
communautés bactériennes (Rosewaitrad., 2010).
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Figure 24 : Principales voies d’entrée des IR damvironnement, basées sur la proportion
d’'IR dans les communautés bactériennes (abondaelzives). Les fleches représentent en
bleu : les flux d’eau (les pointillés indiquenffili@re de potabilisation de I'eau, ou la filiere d
traitement des boues), en marron : les flux delepén gris : le cheminement des animaux vers
les abattoirs, en pointillées noirs : les consononatd’antibiotiques, et en noir : les effluents
non étudiés. Les croix représentent des abondaetas/es : + + + 0,3 et pouvant aller

jusqu'a5:;0,3>++>0,03; +<0,1.

Les déchets solides issus de la production et ttartiaformation bovine (fumier, lisier
et boues traitées de STEP), présentent des coatientr importantes d’IR, mais des
abondances relatives faibles (figure 24). Biendpmebiais de méthodologie peuvent interférer
dans la comparaison des données avec la littérédb@kenontet al, 2012), ces abondances

relatives sont environ 1000 fois supérieures &dkssans influence anthropique (Byrne-Bailey
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et al, 2010; Gazeet al, 2011), suggérant que leur utilisation comme ateerent agricole

participerait a la dissémination de la résistanoeamtibiotiques dans les sols.

Finalement, par rapport & toutes les matrices éasdiles communautés bactériennes
issues des effluents de 7 hépitaux Européens pefgates abondances relatives d’IR 3 a 280
fois plus élevées que toutes les autres matricelseess (figure 24), montrant que ce phénomene
est global. Nous pouvons suggérer que les actiittspitalieres tendent a sélectionner
principalement des souches hébergeant des IRy ebpaéquent le potentiel de dissémination
de la résistance aux antibiotiques par les effaibpspitaliers est accru par rapport aux autres
effluents. De plus, les hopitaux peuvent étre @nts a I'utilisation d’antibiotiques de dernier
recours, augmentant la probabilité de voir émedgsrsouches résistantes a ces antibiotiques
dans les effluents de soins. Ces conclusions arhariamécessité d’'une vigilance plus accrue

guant a la gestion aval du traitement de ces efftu@hapitre 1.2.1).
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3 CARACTERISATION QUANTITATIVE ET QUALITATIVE DE
L'IMPACT D'UN EFFLUENT HOSPITALIER SUR LA
DISSEMINATION DES IR

Afin de mieux évaluer l'influence locale d’'un effint hospitalier sur la dissémination
de l'antibiorésistanceia les IR, une caractérisation quantitative et quialiea c'est-a-dire en
termes respectivement de flux d’IR, et de cassediegene de résistance portées par les IR de

classe 1, a été réalisée de la source des efflaanmtget dans la riviere (chapitre 3) (figure 25).

Cette étude a révélé une large diversité de cassdttgenes au sein des IR de classe 1,
et dont un certain nombre codent des résistanceardibiotiqgues. De nombreuses cassettes de
genes, jusqu’alors uniguement décrites dans déstgsdiniques, ont été retrouvées dans les
différents échantillons, montrant que les IR desstal jouent un réle majeur dans la

dissémination de la résistance aux antibiotiques tlanvironnement

Les activités hospitalieres semblent avoir un imgé&ect sur la proportion des IR et le
portage de cassettes de gene des IR de classecbrdesinautés bactériennes des effluents
hospitaliers. En effet, des prévalences élevéesadsettes de génes de résistance a des
antibiotiques principalement utilisés en milieu piteier (aminoglycosides) sont retrouvées
dans I'effluent hospitalier. Ces résultats monttenble significatif des IR de classe 1 dans les
hopitaux, ou la pression de sélection exercéegsaartibiotiques favorise leur dissémination.
De plus, les ammoniums quaternaires sont treseésillans les milieux hospitaliers (Kimmerer,
2001), et les IR de classe 1 caractérisés au deucstte étude possedent au moins un géne de
résistance a ces compos@actl (Paulseret al, 1993). Dans certains biotopes, le réle des
ammoniums quaternaires dans la sélection d’IR aesel 1 a été rapporté (Gaeal, 2005;
Gillings et al, 2008b), suggérant que dans les hopitaux desseffet cosélection entre
antibiotiques et ammoniums quaternaires pourrdigas impliqués dans la sélection des IR de

classe 1.

La dilution des effluents hospitaliers au niveaurdseau collectif (plus de 50 fois),
réduit leur charge globale a l'arrivée dans leiata de traitement. Malgré cela, 14% des IR
arrivant dans la STEP municipale proviennent diflient hospitalier (figure 25), et certaines
cassettes de genepédori spécifiques de cet effluent, sont identifieeseatifée de la STEP,

soulignant I'impact des effluents hospitaliers diendissémination des IR de classe 1 dans les
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STEP. Néanmoins, les quantités d’IR et la compmwsitles cassettes de genes retrouvées en
entrée de STEP sont principalement influencéekepaffluents urbains (figure 25), qui restent
les contributeurs majoritaires de I'apport d’'IR.rBaces effluents, la proportion d’IR dans les
communautés bactériennes est moins conséquengedeiersité génétique des cassettes de
gene d’'IR de classe 1 est plus importante, maismtajement affiliée a des cassettes de gene
impliquées dans des résistances a des antibiotaptesllement tres peu utilisés en médecine
humaine (streptomycine, spectinomycine) (figure. Zgutefois, certaines cassettes de géne
pouvant avoir des répercussions cliniques, telles des cassettes de genes codantdes
lactamase a spectre étendilage, -1 et blages), ont été retrouvées dans ces effluents. La
spécificité des traitements d’antibiothérapie aveau des établissements de soins semble
engendrer une plus grande proportion de certaimss résistances spécifiques, qui sera

cependant réduite dans les réseaux d’eau non deésreean établissement de soins.
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Figure 25 : Flux et abondances relatives moyeneesdg parenthéses) des IR, ainsi que la
composition des cassettes de géne des IR de dassemembert) de la source au rejet.
L’épaisseur des fleches est proportionnelle a Engté d’IR arrivant et sortant de la STEP
('entrée de la STEP est égale a 100%, et lesezfthuurbains échantillonnés sont considérés
comme représentatifs de tous les effluents urbegiectés par la STEP) ; la fleche en
pointillées symbolise que les boues sont non gaitdes quartiers de cercle représentent les
proportions, en noir : de cassettes de gene imgdisjdans la résistance a des antibiotiques autre
gue aadA en gris foncé : les cassettes de gene affiliéasganesaadA en gris clair : les
cassettes de gene impliquées dans d’autres fosdfinajoritairement inconnues), en blanc :
les réseaux ne comprenant aucune cassette de gkas double-fleches indiquent le
pourcentage de similarité des pools de cassetigaeentre eux, selon l'indice de Bray-Curtis.
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Comme précédemment observé dans la premiére darte travail, les STEP a boue
activée urbaines éliminent une fraction des IR rdi®n 2 log), mais ne diminuent pas
significativement la proportion des IR de classet dans les communautés bactériennes
(figure 25). Ainsi, parmi les 10IR rejetés quotidiennement dans I'environnemelats p’un
tiers correspond a des IR de classe 1 hébergeantaksettes de gene potentiellement
impliquées dans la résistance aux antibiotiquepe@i@ant, le procédé de traitement réduit la
diversité des cassettes de géne par rapport &uéetfbrut (figure 25), indiquant un effet du
procédeé sur les IR de classe 1. Une partie desttessle gene retrouvée dans I'effluent traité
correspond aux cassettes de gene majoritairemieotivées (i) dans les effluents non traités,
et dans ce cas impliquées dans la résistance &biotiques, et (ii) dans les boues d’épuration,
et codant potentiellement pour des protéines detifams inconnues. Sur le postulat que les
cassettes de gene de fonctions inconnues, et uneqnigetrouvées dans les boues d’épuration
correspondent a des IR de classe 1 naturellemedgeqmis au sein des communautés
bactériennes de I'environnement, la STEP mélangegailR avec des IR de classe 1 d’origine
anthropique, augmentant la probabilité d’échangéx® enicrobiome d’origine anthropique et
microbiome environnemental. D’ailleurs, cette étadpermis d’apporter certaines preuves,
appuyant la théorie que des échanges de cassettgneds entre intégrons chromosomique de
bactéries environnementales (considérés comme migtras des IR et des réservoirs de
nouvelles cassettes de geénes), et IR auraient lm@en Par exemple, certains sites de
recombinaisorattC de cassettes de gene de fonction inconnues d’letadse 1 retrouves au
cours de cette étude présentent plus de 95% diiéel® séquence nucléotidique avec des sites
de recombinaisorattC de cassettes de géne d'intégrons chromosomiquebadiries
environnementales, suggérant leurs origines (ateap)t

Par ailleurs, dans toutes les communautés baaté@seanalysées, nous avons montre
gue les IR de classe 3 sont plus prévalents quR lds classe 2. Ce type d'IR, moins recherché
gue les deux autres, est tres rarement décrit @dbgezsouches bactériennes d'intérét clinique
issues du milieu médical, du milieu vétérinaireded’environnement. Actuellement seulement
guatre IR de classe 3 ont été complétement déangkawaet al, 1995; Correiat al, 2003;

Xu et al, 2007; Poireét al, 2010). Deux de ces IR isolés de souches clisiguésentaient des
cassettes de genes impliquées dans la résistaxemtiiotiques, alors que les deux autres IR
de classe 3, isolés de souches environnementagsgnpaient des cassettes de genes encodant

pour des protéines de fonctions inconnues. Danedas, les IR de classe 3 sont donc sous-
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estimeés et probablement portés par des souche&rieackes d’intérét clinique ou vétérinaire

moindre. Leur r6le dans la dissémination de lastéace aux antibiotiques reste a éclaircir.
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4 EFFICACITE DE PROCEDES DE TRAITEMENT AVANCE SUR LE
TRAITEMENT DES EFFLUENTS HOSPITALIERS

A l'image des composés pharmaceutiques, pour léstpgemolécules retrouvées dans
les STEP ont majoritairement pour origine les effits urbains (Kimmerer, 2001), les effluents
hospitaliers ne participant qu'a environ 14% depart de certains de ces composés €Datl.,
2010; Escheet al, 2011), les charges d’IR arrivant dans les STiEprevenance des hdpitaux
sont similaires. D’'un point de vue chimique, lespitdux participent a l'introduction de
composés pharmaceutiques spécifiqgues dans les TR, point de vue des IR, la méme
observation peut étre faite, avec des résistampegsfiguement liées a I'activité hospitaliere.

Afin d'éviter lintroduction de composés pharmadgues et de bactéries
spécifiguement liés a I'activité hospitaliere démséseau d’eau usée municipale, le traitement
a la source de ces effluents par des procédéséwantde plus en plus envisagé. Dans le cadre
du projet européen PILLS visant a évaluer la faig@ldu traitement sur site des effluents
hospitaliers, plusieurs procédés de type bioréackeunembrane (BaM), associés a des
traitements avancés, ont été évalués pour lewaefté sur la réduction des IR et des bactéries

(estimées a partir de la quantification des geodarmt 'ARNr 16S) (chapitre 1.2.2).

Cette étude a mis en évidence que le traitemergodrutilisant la microfiltration, avec
un seuil de coupure de 0,04um, ne permet pas laratém efficace des communautés
bactériennes des effluents hospitaliers et degesfts traités. Ainsi le rendement d’élimination
bactérien est faible. gontrario, les BaM utilisant I'ultrafiltration réduisent deaniere efficace
a la fois la concentration bactérienne et la comagon d’'IR, avec des rendements
d’élimination pouvant aller respectivement jusqg,8 et 5 log, aboutissant a une qualité des
effluents traités proche des milieux naturels. DBak équipés de membrane d’ultrafiltration
ont été étudiés. Dans un cas, le traitement pafiltitation permet une séparation efficace entre
les communautés bactériennes de l'effluent hogpitat des communautés bactériennes du
réseau d’eau traitée. Cependant dans le seconthgagsence de taxons bactériens communs
avant et apres l'ultrafiltration, et 'abondancédative élevée des IR dans les communautés
bactériennes du réseau d’eau traitée, suggereamancination d’origine hospitaliere apres la
membrane. Ces procédés, dans leur utilisation afginpeuvent donc constituer un moyen

efficace d’éliminer la pollution bactérienne d’ufflgent anthropique.
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Par ailleurs, les traitements avancés par ozonatigar charbons actifs n’influencent
pas majoritairement la qualité des effluents tgapér les BaM utilisant l'ultrafiltration, en
termes de concentrations d’'IR et de bactériesniésts a partir de la quantification des génes
codant 'ARNr 16S). Cependant dans le cas du BaMc diultrafiltration présentant des
dysfonctionnements probables, I'ozonation rédui ois I'abondance relative des IR et la
diversité bactérienne, montrant I'utilité de cat&ment avancé. Par ailleurs, le charbon actif
granulaire aboutit a une meilleure séparation aesncunautés bactériennes du systéme de

traitement et des effluents traités que le chadmifien poudre couplé a la filtration sur sable.
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5 L'IMPACT DU TRAITEMENT DES EFFLUENTS HOSPITALIERS
SUR LA BIOMASSE BACTERIENNE ACTIVE DES PROCEDES
BIOLOGIQUES.

Les résultats du traitement spécifique des efflibospitaliers par des procédés a boues
activées ont suggeéré qu’il pouvait y avoir uneuafice de I'effluent hospitalier sur 'abondance

relative des IR au sein des communautés bactégaimia biomasse épuratrice.

Afin d’approfondir cette hypothese, une reproductiol’échelle du laboratoire d’un
procédeé de traitement par boues activeées clasaigteeétudiée et la morphologie des flocs par
microscopie confocale a été suivie. Deux pilotemnidjues ont été conduits en paralléle, en
étant alimentés soit avec un effluent hospitabeit avec un effluent urbain sans activité de
soins. Cette étude a mis en évidence l'influence&gie du traitement des effluents hospitaliers
sur la biomasse épuratrice a plusieurs échelleggtamment sur la diversité bactérienne et la

dissémination des IR (chapitre 2).

Le traitement spécifique des effluents hospitalergmente la proportion relative des
IR de classe 1 dans les communautés bactérienadsdes d’épuration. Cette augmentation
concordant avec 'introduction ou le développeniersitu de bactéries connues pour présenter
des taux important d’'IR de classe 1, et appartemagenréd’>seudomonaiStokeset al, 2012),
suggere que I'augmentation observée serait imputée genre bactérien. LBseudomonas
ssp. sont connues pour étre impliquées dans I'aathds la structure des flocs par la production
d’exopolymeres (Bitton, 2005). Suite au traitemdat|'effluent hospitalier, I'imagerie par
microscopie confocale a révélé une surproductiexapolymeres par les flocs, probablement
induite par certains composeés présents dans lasm@f§ hospitaliers (Aquino et Stuckey, 2004;
Henriques et Love, 2007; Avel& al, 2010). Ces résultats suggérent donc que leériesctiu
genrePseudomona®ueraient un réle majeur dans I'adaptation dessflors du traitement des

effluents hospitaliers.

Les bactéries du genRseudomonaent une capacité d’adaptation trés développée, ce
qui leur vaut d’étre retrouvées dans de nombrewk@mements. Cette capacité est en partie
due a la plasticité de leur génome constitué debmenx éléments génétiques mobiles (Mathee
et al, 2008). Certaines de ces especes sont d'ailldess pathogénes opportunistes tres

problématiques dans les milieux hospitaliers delpar résistance a de nombreux antibiotiques
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(Kunz et Brook, 2010). Dans I'environnement, Bseudomonaspp. seraient largement
impliquées dans I'acquisition et la disséminatiegénes de résistance (Witte, 2000). Dans le
cadre du traitement des effluents hospitaliershteges d’épuration représenteraient une niche
ecologique pour le développement de bactéries dre@seudomonaspp.. Par conséquent, le
risque de dissémination des genes de résistansedetanommunautés bactériennes des boues

traitant les effluents hospitaliers serait accru.

De plus, les cassettes de génes précédemment éce@es dans les effluents
municipaux et encodant potentiellement pldgctamases a spectre étenblage-1etblaces-2,
ont actuellement été décrites uniquement dansRlée klasse 1 deseudomonaspp. (Poirel
et al, 2001, 2005a). De la méme maniere, des ait€sde cassettes de gene d’IR de classe 1
précédemment identifiees, étaient affiliés a désssittC d’intégrons chromosomiques de
Pseudomonaspp.. Tout ces résultats laissent penser quealdgiiies du genrféseudomonas
pourraient jouer un réle majeur dans les échangegdes entre bactéries de I'environnement
et bactéries commensales de 'homme et de l'anigtaljue le traitement spécifigue des

effluents hospitaliers peut contribuer a favorises échanges au sein des boues d’épuration.
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Les travaux réalisés durant cette thése ont pewisfaire émerger certaines
guestions, dont les réponses pourront/devront é&mdorées, sur la dissémination de la
résistance aux antibiotiques d’'un point de vue glldondamental, et sur une meilleure gestion

du traitement des effluents.

Du point de vue globa) I'utilisation d’'une méthodologie identique a pésnde
comparer rigoureusement l'influence de plusieutsss anthropiques suspectées de participer
a la dissémination de l'antibiorésistance. Cependautres activités anthropiques telles que
la pisciculture, ou la production industrielle, oété montrées comme participant a la
dissémination de la résistance aux antibiotiques d&nvironnement (Knappt al, 2011;
Wrightet al, 2008; Gaet al, 2012a). De plus, une influence de la proximés zbnes urbaines
sur les concentrations et les abondances relatigedR dans les communautés bactériennes
des eaux naturelles a été observée. Ainsi darmenkinaité de cette étude I'inclusion d’autres
effluents d’origines anthropique, et I'investigatide la dissémination de I'antibiorésistance
par la méme méthode, et a I'échelle d’un bassisargmermettrait, d’'un point de vue général,
d’appréhender au mieux les sources et les poirdgatrde majeurs de l'antibiorésistance

d’origine anthropique dans I'environnement.

Du point de vue de la gestion aval du traitement de effluents d’origine
anthropique, cette étude a soulevé plusieurs points qui otgleisieurs voies d'exploration.

Le traitement spécifique des effluents d’'un hégia un procédé a boue activée a mis
au jour une augmentation de la proportion et laceatration des IR au sein des communautées
bactériennes des boues, ainsi qu’une intrusiom etfodéveloppement de bactéries du genre
Pseudomonassoulevant le questionnement de la gestion deetrent aval de ces boues
contaminées. Une étude similaire et conduite ehéble réelle d'une STEP permettrait de
confirmer et généraliser ces résultats observiEshdlle du laboratoire. De plus, la recherche
et la caractérisation des souches appartenant ram@ Beeudomonaset des IR et de leurs
cassettes de gene de résistances présents aueseas oues permettraient d’affiner ces
hypothéses et de mieux évaluer le risque sanitirees déchets, s’il y a lieu. Par la suite

l'influence de procédés de traitement des boues@ibé@tre envisagee.

Le traitement des effluents hospitaliers, et pllabalement des effluents municipaux,
par des procédés de BaM basés sur I'ultrafiltrateprésente un avenir dans la réduction de la

pollution microbiologique de I'environnement. Toiatis, une contamination probable des
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effluents traités par des bactéries de I'effluenh traité a été observée sur I'un des pilotes
étudiés. L'identification et la caractérisation désctéries présentes avant et aprés
l'ultrafiltration permettrait de confirmer cette jgthese et trouver la cause de contamination
afin d’optimiser ce procédé. Par ailleurs, de I'ABNus forme libre et provenant du bassin
biologique pourrait potentiellement passer les nramés d’ultrafiltration. L’intégration

naturelle d’ADN libre par des bactéries par transf@ion étant un phénomene se produisant
dans I'environnement (Aminov, 2011), I'acquisitid/ADN libre d’origine anthropique par les

populations bactériennes de I'environnement etgmtés dans les réseaux d’eaux traitées

devrait étre envisagée afin de garantir I'élimioatde la dissémination de I'antibiorésistance.

La dissémination de l'antibiorésistance par I'émegelde résidus biologiques issus des
activités de production carnée sont un fait (Getzal, 2011). Les filieres de valorisation des
résidus biologiques agricoles, comme la méthawisasiont de plus en plus envisagées. Ce type
de traitement anaérobie pour réduire les concémisaet les abondances relatives d’IR et de
genes de résistance dans les boues de STEP agdé&éacomme étant plus ou moins efficace
selon les parameétres d’opération (dal, 2011). Dans un souci d’optimisation de cetierfd,
I'évaluation de l'influence de tels procédés sudissémination de I'antibiorésistance semble

donc indispensabile.

D’un point de vue fondamental,plusieurs points ont également été mis en exeggue

soulevent d'autres questions.

Dans cette étude nous nous sommes focalisés sdisdamination des genes des
intégrases de classe 1, 2 et 3, et des cassettganés hébergées par les IR de classe 1,
confirmant l'ubiquité de ces structures et leuraréifion différente parmi les populations
microbiennes. L'analyse de la dynamique d’expressie ces cassettes de genes et de ces
intégrases au sein des écosystemes, notammentcdsystemes épurateurs, permettrait
d’identifier les facteurs biotiques et abiotiquasdrisant leur expression, et potentiellement la
recombinaison de cassettes de géne, mais permétgeement de mieux appréhender le role
des IR dans leur environnement. De plus, les preunstdes IR et des cassettes de géne sont
connus pour influencer grandement leur expresditsmfenctionnement des IR. Des études de
la diversité de ces promoteurs, par des méthodesgiencage haut débit, dans les écosystéemes
naturels, mais aussi dans des études microcosmesceatrole peuvent étre envisagées. Ce
type d’études apporterait aussi des éclaircissesygurnt aux mécanismes d’évolution et les
facteurs les influencant conduisant a la sélectmnnon, de certains types de variants de
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promoteur permettant de mieux exprimer ou nondimnase et/ou les cassettes de gene au sein

des communautés bactériennes.

Cette étude a également souligné que le traitedeneffluents hospitaliers induit une
surproduction de matrice exopolymérique des flaxstdriens. Par analogie avec les biofilms,
la réponse SOS bactérienne, induite par la formatiADN simple brin intracellulaire suite a
un stress, a été suggéerée comme pouvant induioenteation de biofilms chePseudomonas
aeruginosaGotohet al, 2010). Cette voie de régulation est aussi inugiggdans bien d’autres
voies de régulation bactérienne tels que le tranbkf@izontal de genes (Aminov, 2011) et
'expression de l'intégrase des IR de classe 1 (Bust al, 2009). Sur la base d'études
similaires, et réalisées a partir d’échantillongiemnementaux tels que des boues de STEP ou
des sédiments de riviere, le suivi de I'expresdi@genes induits par la réponse SOS permettrait
de mieux comprendre les facteurs environnementaduisant des stress bactériens, et par
conséquent impligués dans des mécanismes d’écheinde recombinaison génétique. La
réalisation d’'un tel projet permettrait de mieuxngrendre les mécanismes moléculaires mis
en place dans l'adaptation des communautés bautége soumises a des pressions

anthropiques.

La microscopie confocale associée a des marquamesomdes fluorescentes s’est
révélée étre un outil efficace et instructif poar ¢aractérisatiorin situ d’échantillons
environnementaux et notamment dans la caracténsdés matrices exoplymériques de boues
de STEP. L'application de ce type de méthode dassivi des IR dans leur biotope (biofilms
ou floc par exemple) permettrait d’apporter unetgbation cruciale dans la clarification des

roles et des fonctions des IR dans I'environnement.

Cette étude a montré gue les IR de classe 3 samtgigement disséminés que ce qui
était suggeré. La détermination des CG portéesgmeléments, et aussi l'identification des
bactéries les hébergeant permettrait de mieux cemdpe leur role dans la dissémination de la

résistance aux antibiotiques.

Finalement de nombreuses CG identifiées au coursette étude n’ont jamais été
décrites par ailleurs, et encodent potentielleme#ed protéines de fonctions inconnues.
L’élucidation de leur origine et de leur fonctiomsl que la caractérisation des bactéries les
hébergeant permettraient d’étendre les connaissasige les IR et leurs fonctions dans

'environnement. Une de ces cassettes de gengyriégalentes dans les effluents de I'hopital,
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encoderait une protéine conférant une résistance doxine bactérienne agissant de maniére
analogue aux fluoroquinolones. L’éclaircissement’suaplication éventuelle de cette protéine

dans la résistance aux fluoroquinolones est d’'térén clinique certain.

L'étude de la résistance aux antibiotiques est doncchallenge pour nos sociétés
actuelles. La dissémination de I'antibiorésistaest une problématique mondiale du fait des
échanges internationaux advenant au-dela des foagi géographiques ou sociales. La
conséguence de ce constat est ainsi la nécesgité dcponse globale mettant a contribution
les chercheurs, médecins, pharmaciens, et gesti@maGrace a la mutualisation des
connaissances et a I'émergence de nouvelles tasbsidjexploration génétique, nous sommes
certainement a I'aube de nouvelles découvertesesunécanismes et le rle des transferts de
genes entre microorganismes, qui permettront ceetment de révolutionner certaines

approches.

Le défi de la recherche est a I'échelle des risquogsntiels et des découvertes a venir.
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Publications

Stalder T., Barraud O., Casellas M., Dagot C., Ploy M.EZD1?2). Integron involvement in
environmental spread of antibiotic resistance. Erglicrobiol. 3, 119Review article

Paisse S., Gofi-Urriza M.SStalder T., Budzinski H., Duran R. (2012). Ring-hydroxylating
dioxygenase (RHD) expression in a microbial comnyuduring the early response to oil
pollution. FEMS Microbiol. Ecol. 80, 77-8Research article

Publications en préparation

Stalder T., Barraud O., Casellas M., Dagot C., Ploy M.@a@titative and qualitative impact
of a hospital effluent on the mobile integron pddiseminationSubmited

Stalder T., Alrhmoun M., Louvet J.N., Casellas M., Maftah Carrion C., Pons M.N., Ploy
M.C., Dagot C. Dynamic assessment of the floc moligdy, the bacterial diversity and a
specific bacterial genetic support constitutiveaof activated sludge processing an hospital
effluent. Submited.

Louvet J.N., Carrion CStalder T., Potier O., Pons M.N., Dagot C. Antibiotics savpton
activated sludge; 3D CLSM time-lapse imaging ofwyhacomycin case.

Jaziri K., Stalder T., Casellas M., Dagot . Thorough study of the e#feaf low thermal
treatment on waste activated sludge structureyigctind microbiological diversity. (Under
revision)

Contributions a des rapports de projets

Rapport scientifigue PILLSPharmaceuticals input and elimination from localusces:
Scientific report of the European cooperation pobjBILLS, 2012www.pills-project.eu

Rapport final PILLSPharmaceuticals input and elimination from localiszes: Final report
of the European cooperation project PILLS, 204&w.pills-project.eu

Rapport scientifique SIPIBELEffluents hospitaliers et station d’épuration urbai :
caractérisation, risques environnementaux et s@naisa traitabilité.
http://www.graie.org/graie/sipibelpublic/a-sipildgm
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Communications scientifiques
2012

T. Stalder, O. Barraud, M. Casellas, C. Dagot, M. Ploy. laflae of hospital effluents
advanced treatment processes on the reductiomgefetic element involved in the antibiotic
resistance issu@" International congress of the GRUTTEE, October319-2012, Aix-en-
Provence (France)ral presentation

M. Alrhmoun, J.N Louvet]T. Stalder, M. N. Pons, M. Casellas, C. Dagot. Traitemena a |
source d’eaux usées hospitlaieres par boues astiviaésabilité et impacts sur la biomasse.
Polluants émergents : quels défis pour une medlagastion de I'eau ? XIV congress of the
French society of process engineering (SFGP), Nbeen2012, Poitier (France)Oral
presentation

M.G. Urriza, S. Paissé, Stalder, A. Courtiés, R. Duran. Fast adaptive responsediment
microbial communities to an oil input4" International Symposium on Microbial Ecology,
ISME14, August 19-24, 2012, Copenhagen (DenmBdster

X. Bellanger, H. Guilloteaul. Stalder, S. Bonot, M-C. Ploy, and C. Merlin. Persistennd a
dissemination of the multiple-antibiotic-resistarasmid pB10 in complex environmental
communities.3Y ASM Conference on Antimicrobial Resistance in HtionBacteria and
Foodborne Pathogens, June 26-29, 2012, Aix-en-Pice/érance)Oral presentation

T. Stalder, O. Barraud, M. Casellas, M. Gascl&tDagot, and M.C. Ploy. Integrons into the
discharged water from slaughterhous®¥$.ASM Conference on Antimicrobial Resistance in
Zoonotic Bacteria and Foodborne Pathogens, June2262012, Aix-en-Provence (France).

Poster

T. Stalder, O. Barraud, M. Casellas, C. Dagot, and M.C. Pkibundance of class 1 integrons
and diversity of their associated gene cassettesspital and urban effluen&" SETAC World
Congress (Society of Environmental Toxicology amerfistry), May 20-24, 2012, Berlin
(Germany) Poster

C. Merlin, T. Stalder, X. Bellanger, O. Barraud, S. Bonot, M. CaselMds Fick, S. Pacaud,
M.C. Ploy and C. Dagot. Occurrence and disseminatib antibiotic resistance genes in
anthropic environment$" SETAC World Congress (Society of Environmentaicbtogy and
Chemistry), May 20-24, 2012, Berlin (Germar®jal presentation

M. Alrhmoun, J.N Louvet]T. Stalder, M. N. Pons, M. Casellas, C. Dagot. Traitemena a |
Source d’Eaux Usées Hospitalieres par Boues Activieaisabilité et Impact sur la Biomasse.
Polluants émergents 2012- congres SFGP, FebruaB; 2012, Nantes (Francepral
presentation

2011

Stalder, T., Casellas, M., Barraud, O., Ploy M.C. , Dagot-@te of amoxicillin on an activated
sludge systenXIlI'" congress of the French society of process engimpéBFGP), November
29-December 1, 2011, Lille (Franc®ral presentation
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pétroliére. 5°™ colloque de I'AFEM, November 14-16, 2011, Hamma(fanisie). Oral
presentation

T. Stalder, O. Barraud, M. Casellas, M. Lapouge, C. Dagat, MinC. Ploy. Diversity of class
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(USA).Oral presentation

T. Stalder, O. Barraud, M. Casellas, C. Dagot, and M.C. PAog.wastewater treatment plants
effective for antibiotic- resistant integrons eliration? 4" Symposium on Antimicrobial
Resistance in Animals and the Environment (ARAk)e 27-29, 2011, Tours (Franc®ral
presentation

T. Stalder, O. Barraud, M. Casellas, C. Dagot, and M.C. PRQuantification of mobile
integrons in manure and slurry of an experimentalogical farm. 4" Symposium on
Antimicrobial Resistance in Animals and the Envwnamt (ARAE), June 27-29, 2011, Tours
(France).Poster

T. Stalder, O. Barraud, M. Casellas, M. C. Ploy, C. Dago#vatence des intégrons de
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sur les Matériaux, 'Environnement et I'Electrongq{PLUMEE 2011), 30 June 1, 2011,
Limoges (France)Poster

O. Barraud,T. Stalder, L. Melayers, C. Dagot, and M.C. Ploy. Novel cl&sktegron in an
Acinetobacter johnsonilsolate. 111" American Society for Microbiology (ASM) General
Meeting, May 20-24, 2011, New Orleans (US?gster

2010

T. Stalder, O. Barraud, D. Chainier, B. Mayjonnade, M. Caszll M. C. Ploy, C. Dagot.
Assessment of the health risk of the hospitalsieffts in the spread of the antibiotic resistance
by the integrons researdlVA Specialist Conference «Water and Wastewateatiiment Plants
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4, 2010, Moscow (Russid@)ral presentation
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Formations suivies pendant la these

Formations professionnelles :

Les outils méthodologiques pour optimiser son CN) (3

Préparer un entretien d'embauche (3h)

Savoir identifier ses compétences et ses aptitdeegxprimer et les valoriser dans sa future
recherche d'emploi (4h)

Définir son projet professionnel pour déterminer ssatégie de recherche d'emploi (3h)
Thése électronique (3h)

Management de groupe (14h)
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Résumé :

Ce travail a permis d’évaluer la contribution a@nfluence des activités hospitalieres et
d’élevage sur la dissémination de I'antibiorésistadans I'environnement, au travers du suivi
de la dynamique d’éléments génétiques utilisés cermimmarqueurs de l'antibiorésistance :
les intégrons de résistance (IR). Ainsi, de nombnesidus biologiques solides et liquides
d’origines anthropiques et géographiques diverses/gnt participer a la dissémination de
I'antibiorésistance. Les effluents hospitalierssgrétent des proportions plus élevées d’IR, et
contribuent a l'apport de 14% des IR arrivant déass stations d’épuration municipales,
néanmoins les effluents urbains représentent Ietidra majoritaire. La caractérisation des
cassettes de genes de résistance hébergées fRy aasis a jour des genes de résistance bien
spécifiques dans les effluents hospitaliers, ajaesles effluents urbains participent a I'apport
d'une plus grande diversité de géenes dont des geéoaent pour des résistances multiples
(BLSE). Les procédés de traitement actuels élintinee fraction des IR mais n’empéchent
pas des IR d’origine anthropique de rejoindre liemwnement. De plus, une étude pilote a
révélé que le traitement des effluents hospitaji@rsces procédés a boues activées induit une
augmentation des IR et de bactéries potentiellepathibgénes au sein des boues d’épuration,
soulevant la problématique de la disséminatioriatgibiorésistance au sein de ces matrices.
Finalement la mise en exergue de ce biomarqueur @mluer des procédés de traitement
avances des effluents hospitaliers (bioréacteur bremaires, ozonation, charbon actif), a
montré I'efficacité des bioréacteurs membranaiasyttrafiltration pour réduire a la fois les
bactéries et les IR d’origine anthropique.

Mots clés : antibiorésistance, intégrons, effludntspitaliers, procédé de traitement

Involvement of the hospital effluents and the meaindustry on the spread of antibiotic
resistance: dynamic of the integrons from the sourcto the release.

Abstract :

This work aims to assess the global contributiod arfluence of hospital activities and
livestock industries on the dissemination of amtiii resistance in the environment. For this
purpose, the dynamics of a genetic element usedkasmarker of antibiotic resistance, the
resistance integrons (RI), was monitored. Indeetida range of solids and liquids biological
wastes from different geographical and anthropagenigins are involved in the antibiotic
resistance dissemination. However, we showed tlogpital effluents contained a high
proportion of Rls in bacterial communities, and gene cassette (GC) content of class 1 Rl
mainly showed antibiotic resistance GCs. Hospituent contributed to 14% of the RIs
introduced in the waste water treatment plant (W\WT#hile urban effluents diluted the risk
associated with hospital effluent, RIs harboringsG& clinical interest, such as ESBL-
encoding GCs, were found in these effluents unefteby medical and industrial activities.
The WWTP did not reduce the proportion of RIs eated effluents but eliminated a fraction
of the bulk of GCs from the influent. Large quaestof RIs harboring antibiotic-resistance
GCs, and also GCs with unknown functions were ssldadaily into the environment. In
addition, a pilot study showed that the treatméiospital wastewater by the activated sludge
process promoted the increase of IR and potenfiatiiogenic bacteria in the sewage sludge,
and consequently increased the issue of antibimgistance spread in these matrices. Finally
the use of Rl as biomarker to assess the efficiehagvanced treatment processes for hospital
effluents (membrane bioreactor ozonation, activattbon) highlighted the effectiveness of
membrane bioreactors using ultrafiltration to redboth bacteria and IR of anthropogenic
origins.
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