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Röle des residus
d'antibiotiques dans
I'environnement hydrique
sur la selection et la diffusion
de bacteries resistantes

des genres Aeromonas,
Acinetobacter et Legionella

Anna Rita CORVAGLIA1, Antonella DEMARTA2, Valeria GAIA2, Raffaele PEDUZZI2
Ms. regu le 14 mars 2008, accepte le 12 mai 2008

Abstract
Role of residual antibiotics in aquatic environment on the selection and diffusion of bacterial resistances of
Aeromonas, Acinetobacter and Legionella. - Antibiotic resistant bacteria and antibiotics are discharged in various amounts
in the environment as a result of the increasing and often indiscriminate use ofantibiotics in medical, veterinary and agricultural
practices. Surface waters are the main receptacle for these pollutants and are the major source of water, directly or indirectly
used for human and animal consumption.
The aim of this study, carried out within the National Research Program 49 «Antibiotic Resistance», was to evaluate the role of
residual antibiotic compounds in water on emergence andpersistence of resistant bacteria. Research was focused on three
bacterial genera, Aeromonas, Acinetobacter, and Legionella, largely diffused in the aquatic environment and showing pathogenic
properties towards human beings and animals, and three antibiotic families (beta-lactams, quinolones / fluoroquinolones and
macrolides) mainly used in human medicine. Phenotypic resistance analysis in various aquatic environments has highlighted the

presence of resistant stains in the most contaminated waters. Aeromonas resistant to the fourth generation cephalosporins
could be isolated from hospital waste waters and from waste water treatment plants, while clinical strains proved to be more
susceptible. On the contrary environmental Acinetobacter were more susceptible than those of clinical origin. For Legionella
strains, MIC values were different according to the genetic type (Sequence-based Type) and not according to the origin. A
significant correlation between concentrations of antibiotic compounds measured and resistant Aeromonas and Acinetobacter
strains was highlighted in hospital waste waters.

Finally, the diffusion of class 1 integrons, genetic and mobile element, in Aeromonas strains isolated from various aquatic
environments were evaluated and correlated with their origin.

Keywords: Antibiotic compounds, aquatic environments, resistant bacteria, integrons, Aeromonas, Acinetobacter, Legionella.

1 Resume
Les residus d'antibiotiques et les bacteries resistantes sont deverses en quantites variees dans I'environnement, ceci en

consequence d'une utilisation massive et souvent indiscriminee de ces substances dans les domaines medicaux, veterinaires et en

agrochimie. Les eaux de surface sont le receptacle majeur de ces polluants et represented egalement les sources d'eau direc-

tement ou indirectement utilisees pour la consommation humaine et animale.
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L'objectifde ce travail', effectue dans le cadre du Programme National de Recherche 49 «Antibiotic Resistance», a ete d'evaluer,

ä l'aide d'outiis empruntes ä fa bacteriologie cfassique etä fa microbiofogie mofecufaire, fe röle des residus d'antibiotiques
presents dans I'environnement hydrique dans I'emergence et / ou fa persistance de bacteries resistantes.

La recherche a ete concentree sur trois genres bacteriens pathogenes pour f'homme et l'animaf, ä savoir les Aeromonas, fes

Acinetobacter et les Legionella et trois families d'antibiotiques, les beta-lactames, les quinolones / fluoroquinolones et les

macrolides, abondamment utilisees en medecine humaine.

L'analyse phenotypique de la resistance dans les divers milieux hydriques a mis en evidence la presence de souches resistantes

dans les eaux les plus contaminees. Des Aeromonas resistants aux quatre generations de cephalosporines ont pu etre isoles des

eaux usees des höpitaux et des stations d'epuration, tandis que les souches d'origine clinique se sont averees beaucoup plus
sensibles. Au contraire, les Acinetobacter de I'environnement hydrique sont apparus moins resistants que ceux d'origine
humaine. Pour les Legionella, les valeurs des CMI differaient en fonction du type genetique de la souche (Sequence-based Type)

et non de leur origine. Une correlation statistique significative entre concentrations de Ciprofloxacine et souches resistantes iso-

iees a pu etre mise en evidence dans les eaux usees des höpitaux.
Enfin, l'etude de la diffusion des integrons de classe 1, elements genetiques mobiles, chez les souches d'Aeromonas provenant
des divers environnements hydriques etudies, a ete effectuee et mise en relation avec leur lieux d'isolement.

Mots cles: Residus d'antibiotiques, environnements aquatiques, bacteries resistantes, integrons, Aeromonas, Acinetobacter,

Legionella.

I Introduction

La premiere constatation de l'effet inhibiteur de la
moisissure Penicillium notatum sur des cultures de

Staphylococcus aureus par Fleming en 1928 (publication

en 1929), puis l'avenement de la forme stable
de la penicilline en 1940 par E.B. Chain et H.W.

Florey, ont ouvert la voie ä la decouverte de nomb-
reux antibiotiques.

Des perspectives de traitements, jusqu'alors insoup-
gonnees, ont ainsi rapidement emerge et des
maladies mortelles comme la tuberculose, la diphterie, la
Pneumonie ou encore la syphilis ont pu etre soignees.
Des lors et jusqu'ä nos jours, les progres de la medecine

et de la pharmacologie n'ont cesse de donner
lieu ä la mise sur le marche d'une variete de
substances antimicrobiennes destinees ä traiter les
infections.

Malheureusement, l'usage trop souvent inadapte et in-
considere de ces medicaments dans des domaines
aussi varies que la medecine humaine, veterinaire et
l'agrochimique (Göbel et al. 2005; Stamm 2005),
couple ä la capacite d'adaptation des bacteries et aux
possibilites de transferts genetiques ont compromis
l'espoir apporte par ces nouvelles substances et fait
progressivement place ä une constatation preoccu-
pante: l'emploi inconsidere des antibiotiques contri-
bue au phenomene de I'emergence et de la dissemination

de germes resistants, ainsi qu'ä des echecs de l'an-
tibiotherapie. En Suisse par exemple, la consomma-
tion humaine globale d'antibiotiques peut atteindre
des valeurs proches des 40 tonnes par annee (Trust
Office of Swiss Importers of Antibiotics, (TSA) Bern,
Switzerland 1998). Plus etonnant encore et nonobs-
tant la loi entree en vigueur depuis 1999 interdisant
l'emploi d'antibiotiques comme stimulateurs de crois-

sance, le premier recensement systematique des
ventes d'antibiotiques ä usages veterinaires fait acte de
49 tonnes d'antibiotiques vendus pour la seule annee
2004 (Swissmedic 2004). Ce chiffre tend meme ä
augmenter puisque ce recensement revele une hausse de
la vente globale d'antibiotiques ä usage veterinaire s'e-
tablissant ä 72 tonnes pour la seule annee 2007
(Swissmedic 2007).

L'utilisation commune et ä grande echelle des
antibiotiques dans les domaines medicaux, veterinaires
et en agrochimie, souleve pour le monde scientifique
un nombre important de questions sur le devenir et
l'effet de ces substances dans I'environnement, no-
tamment dans I'environnement aquatique. En effet,
les antibiotiques et les bacteries resistantes aux
antibiotiques peuvent atteindre I'environnement par le
biais des egouts, des stations d'epuration et par Fe-

pandage du lisier sur les champs (Ternes 1998). Via
ces principales voies d'entree, ces substances et ces
micro-organismes peuvent, finalement, atteindre les

eaux souterraines et les eaux de surface, deux
sources hydriques fondamentales pouvant etre, soit
directement, soit indirectement, utilisees pour l'ap-
provisionnement en eau et pour la consommation
humaine et animale.

L'objectif poursuivi par ce travail de recherche,
finance par le Fond National de Recherche
Scientifique Suisse dans le cadre du projet sur la
resistance aux antibiotiques (PNR 49) et effectue ä

Flnstitut Cantonal de Microbiologie (ICM, Bellin-
zona), a ete d'evaluer, ä l'aide d'outiis empruntes ä la
bacteriologie classique et ä la microbiologic molecu-
laire, si la presence, I'emergence et la persistance de
bacteries resistantes dans I'environnement hydrique
sont dues aux faibles concentrations d'antibiotiques
contaminant l'eau, ä une autre pression de selection
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non due aux antibiotiques ou ä la stabilite des genes
de resistances et aux elements de transferts gene-
tiques. De part leur large distribution dans I'environnement

aquatique, ainsi qu'ä cause de leurs pro-
prietes pathogenes pour l'homme et l'animal, les
bacteries appartenant aux genres Aeromonas,
Acinetobacter et Legionella ont ete choisies pour
I'evaluation de la resistance dans les divers milieux
hydriques contenant des concentrations differentes
d'antibiotiques. Les antibiotiques determines dans

I'environnement, ainsi qu'utilises en laboratoire, ap-
partiennent aux families des beta-lac tames, des qui-
nolones et fluoroquinolones et des macrolides, ä sa-
voir trois families largement utilisees en medecine
humaine. Le role joue par l'eau, comme niche ecolo-
gique, ou la pression de selection exercee par les
residus d'antibiotiques peut agir sur la selection et la
diffusion de bacteries resistantes a ete evalue et les

risques lies ä la sante humaine etudies.

IMateriels et methodes

Lieux d'echantillonnage et isolement des sou-
ches bacteriennes
Deux regions, ayant des consommations differentes
d'antibiotiques (Filippini et al. 2006) ont ete choisies

pour effectuer les prelevements, ä savoir la ville de
Zürich et le canton du Tessin. Les lieux d'echantillonnage

ont ete choisis de maniere ä retracer le circuit
hydrique des residus d'antibiotiques et des bacteries
vehiculees par l'eau. Ainsi, les lieux d'echantillonnage
choisis pour l'isolement des souches bacteriennes
comprenaient les eaux usees d'höpitaux, les eaux
souillees et assainies affluant et effluant de stations

d'epuration, ainsi que les boues activees (phase bio-

logique d'epuration) et des eaux de surface tels que
fleuves, rivieres et lacs.

Pour la recherche et l'isolement des Aeromonas, les

echantillons d'eau ont ete filtres sur des membranes
de 0.45 pm de porosite et ces dernieres deposees sur
le milieu selectif m-Aeromonas. Les colonies typiques
apparaissent apres 18-24 h. d'incubation ä 30°C.

Les Acinetobacter ont ete isoles ä partir du milieu
Herellea Agar (Jawad et al. 1994), soit par ensemen-
cement direct de l'echantillon, soit apres filtration sur
membrane. Les colonies presentant l'aspect typique
apres 18-24 h. d'incubation ä 30°C ont ete confirmees

par la galerie biochimique API 20NE ou par hybridation

in situ avec une sonde specifique au genre.
Pour la recherche et l'isolement de Legionella les
echantillons ont ete soit directement ensemences sur
le milieu selectif GVPC, soit ensemences apres traite-
ments thermique ou acide. La confirmation des colonies

apres 3-4 jours d'incubation ä 37°C a ete effectuee

par le kit Legionella Latex Test.

Anna Rita CORVAGUA et al 191 I

Determination des profils phenotypiques de
resistance
Les antibiotiques utilises englobent la penicilline,
l'ampicilline, l'imipenem, la cefazoline, la cefuroxime,
la ceftriaxone, la cefepime, l'acide nalidixique, la
Ciprofloxacine, la norfloxacine et enfin l'erythromycine
et la Clarithromycine. Les antibiogrammes ont ete ef-
fectues selon les normes edictees par la CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute).
Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) ont ete obtenues par E-Tests.

Hybridation in situ
L'hybridation in situ (HIS) a ete utilisee, d'une part
pour identifier les colonies suspectes dAcinetobacter,

et d'autre part pour denombrer les
Aeromonas, les Acinetobacter et les Legionella presents
dans les differents milieux hydriques echantillonnes.
Apres filtration et fixation des echantillons, des
sondes oligonucleotidiques specifiques pour les trois
genres bacteriens consideres et marquees avec un
fluorochrome (Gy3) ont ete utilisees pour une reaction

d'hybridation qui s'est effectuee sur lame. De
part la complementarity entre la sonde et le 16s ARNr
cible, seules les bacteries reagissant avec la sonde
peuvent etre mises en evidence par microscopie ä

fluorescence.

Detection des integrons de classe 1

L'ADN total des souches bacteriennes a ete obtenu en
lysant les bacteries ä 100°C pendant 10 min.
Le lysat a ensuite ete utilise dans une reaction PCR
oü 1'amplification a ete obtenue avec des amorces
specifiques (3'CS et 5'CS) flanquants les cassettes
geniques inserees dans les integrons de classe 1

(Recchia et Hall, 1997).

Resultats et discussion

La determination du profil de resistance aux divers
antibiotiques a ete effectuee sur un total de 1324
souches, se subdivisant en 807 Aeromonas, 466
Acinetobacter et 51 Legionella, la grande majorite
isolees des differents milieux aquatiques et certaines
de provenance clinique.

Profil phenotypique de resistance dans les
divers environnements hydriques: l'exemple des
Aeromonas
L'analyse phenotypique de la resistance des
Aeromonas (Fig. 1) a montre, et ceci pour l'en-
semble des antibiotiques consideres, un pourcentage
important de souches resistantes ou presentant un
profil intermediaire de resistance dans les eaux usees
des höpitaux analyses, ainsi que dans les boues
activees des stations d'epuration, soit les milieux
hydriques echantillonnes les plus riches en matieres or-
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ganiques, en micro-organismes et en residus
d'antibiotiques. Par contre, les souches d'Aeromonas d'o-
rigine clinique (isolees de patients) sont plus sensibles

aux antibiotiques testes que les souches d'ori-
gine environnementale.

II a ete constate que les boues activees de la station
d'epuration recoltant entre autre les eaux souillees
d'hopitaux et de villes (STEP 1, Fig. 1), compor-
taient, en general, un taux plus eleve de souches
phenotypiquement plus resistantes en comparaison
aux echantillons preleves de la station d'epuration
recoltant les eaux ä assainir d'une region monta-
gneuse du nord du Tessin, depourvue d'hopitaux

(STEP 2, Fig. 1). De la meme maniere, les eaux de
surface analysees et recoltees peu apres le deverse-
ment des eaux assainies sortant des stations d'epuration

s'averent contenir une frequence plus elevee
de souches moins sensibles. II apparait ainsi, d'une
part que les eaux usees des höpitaux contribuent ä

la dissemination de souches phenotypiquement plus
resistantes vers les stations d'epuration et d'autre
part que les stations d'epuration jouent un role d'in-
termediaire dans l'enrichissement en souches moins
sensibles vers les eaux de surface. Dans les eaux de
surface, le pourcentage de souches resistantes dimi-
nue, ceci probablement ä cause de l'effet de dilution
et de la diminution de la pression de selection exer-

(O
<D

O)
«J

C
CD

O
L_
3
O

Q_

Aeromonas - Cefuroxime

i

Aeromonas - Acide Nalidixique

(n=99)

Souches Eaux Fleuve 1 Fleuve 2 Boues Fleuve 2 Riviere de
cliniques usees (n=28) (amont activees, (aval montagne
(n=60) Höpitaux STEP 2) STEP 2 STEP 2) (n=45)

1 et 2 (Tl) (n=29) (n=72) (n=22)

Fig. 1. Pourcentages d'Aeromonas environnementaux et cliniques resistants (R), intermediaires (I) et sensibles (S) ä la

cefuroxime et ä Vacide nalidixique.
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cee par les residus antimicrobiens. Ainsi, pour les

Aeromonas, le pourcentage de souches resistantes
apparait etre correle ä la qualite de l'eau (Fig. 1)

Un cas particulier et non sans signification micro-
biologique a egalement pu etre constate dans les

eaux usees d'un höpital oü, dans le but de reduire la
charge bacterienne totale contaminante, les eaux
usees sont traitees au chlore avant leur deverse-
ment dans les egouts. Apres le traitement au chlore,
le pourcentage de souches resistantes ä la
ceftriaxone et ä la cefepime, soit des cephalosporins
des 3e et 4e generations, augmente (Fig. 3). Ainsi,
bien que dans un premier temps ce traitement soit
effectivement utile pour la diminution du nombre
diAeromonas presents, resultats mis en evidence

par les denombrements des bacteries par la
technique «Fluorescence in situ hybridization» (Fig. 2),
il resulterait, cependant, en une augmentation sub-
sequente de bacteries plus resistantes (Fig. 3). II se-
rait ici interessant de voir si les strategies mises en
oeuvre par les bacteries pour resister au chlore,
pourraient egalement servir ä mieux resister aux
antibiotiques.

sentant des resistances isole de materiel clinique
est majeur ä celui des souches d'origine environne-
mentale.

Comme pour les Aeromonas, le role d'intermediaire
qu'assument les eaux usees des höpitaux et des
stations d'epuration dans l'apport de souches moins
sensibles dans les eaux de surface semble egalement va-
lable pour les bacteries du genre Acinetobacter.

II a ete possible, en outre, de detecter dans l'eau
potable (eau de robinet), une souche dAcinetobacter
presentant un profil intermediate de resistance ä la
cefepime, soit une Cephalosporine de la 4egeneration,
employee generalement avec succes lors d'infection
bacterienne mettant en cause des germes de ce genre
bacterien.

Les graphiques ci-dessous illustrent les resultats ob-
tenus et presentent les profils phenotypiques de
resistance ä la ceftriaxone et ä la cefepime des souches
d'Acinetobacter cliniques et provenant des divers
lieux hydriques d'echantillonnage (Fig. 4).

Des travaux precedents menes par
Murray et al. (1984), analysant
Feffet de la chloration sur les
populations bacteriennes presentes dans
les eaux souillees d'une station
d'epuration, demontrent, qu'apres ce

traitement, une augmentation
significative du pourcentage de bacteries
fermentant le lactose, resistantes ä

certains beta-lactames, (ampicilline
et cefalotine) apparait. Le stress en-
gendre par la chloration d'une part,
selectionnerait, au detriment des au-
tres, les populations bacteriennes
resistantes ou induirait la resistance
ä divers antibiotiques et d'autre part,
favoriserait l'echange de Plasmides
de resistance ou d'elements gene-
tiques mobiles.

Profil phenotypique de resistance

dans les divers environne-
ments hydriques: l'exemple des
Acinetobacter
En comparaison aux souches
d'Aeromonas isolees des memes
milieux hydriques, les souches
dAcinetobacter d'origine environ-
nementale s'averent posseder des
taux de resistance moins eleves et
ceci pour l'ensemble des 12 antibiotiques

consideres. En revanche, le

pourcentage d'Acinetobacter pre-

Nombre de cellules d'Aeromonas dans les eaux usees d'hopitaux (cellules/ml)
avant traitement au chlore apres traitement au chlore

I Sonde AER 66 1,3 x 104 6.07 x103

Fig. 2. Denombrement par la sonde oligonucleotodique specifique au genre
Aeromonas (Aer 66) de la population d'Aeromonas dans les eaux usees
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Fig. 3. Effet du traitement au chlore sur la resistance phenotypique aux
cephalosporins des Aeromonas (R: souches resistantes; I: souches intermediaire;
S: souches sensibles).
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Legionella pneumophila serogroupe 1: caracte-
risation phenotypique de la resistance ä
1'Erythromycine
Les bacteries du genre Legionella possedent une
resistance constitutive aux antibiotiques de la famille
des beta-lactames. Chez ce genre bacterien, la pre-

Röle des residus d'antibiotiques dans I'environnement hydrique I

miere ß-lactamase exergant principalement une activity

de cephalosporinase a ete decrite pour la
premiere fois en 1979 (Feu et Neu 1979). Cette enzyme
peut-etre retrouvee aussi bien chez les especes
pneumophila que chez d'autres especes (L. boze-

manii, L. dumoffii, L. gormanii) (Marre et al.

Fig. 4. Pourcentage d'Acinetobacter environnementaux et cliniques resistants (R), intermediaires (I) et sensibles (S) ä la

ceftriaxone et ä la cefepime.
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1982). Le gene codant pour la resistance aux beta-
lactames a recemment ete clone (Boschi et al. 2000).
La ß-lactamase de Fespece L. gormanii appartient
au groupe des metallo-ß-lactamases non inhibees par
l'acide clavulanique (ß-lactamase du groupe 3 ou ß-
lactamase de la classe B) (Bush et al. 1995). De ce
fait, avant l'apparition des nouveaux macrolides, le

premier antibiotique de choix pour le traitement
de la maladie du Legionnaire a ete Ferythromycine.
La premiere resistance ä l'erythromycine chez les

Legionellaceae a ete decrite en 2000 (Nielsen et al.

2000).

Dans cette etude, la resistance ä Ferythromycine a

ete analysee chez 46 souches de Legionella
pneumophila serogroupe 1, ä savoir 20 souches prove-
nant d'eaux potables (eaux de divers robinets) et de

tours de refroidissement et 26 souches isolees de
patients infectes.

Aucune association statistique significative entre les
valeurs des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) pour Ferythromycine et l'origine, clinique ou
environnementale des souches testees, n'a pu etre
mise en evidence (Fig. 5).

0.5

0.4
E
—
U) 0.3
o
o
E 0.2 -

O 0.1 -

0.0 -

Souches Souches

cliniques environnementales

Fig. 5. Valeurs des CMI pour l'erythromycine de souches de

Legionella pneumophila serogroupe 1 d'origine clinique et

environnementale.
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Fig. 6. Valeurs des CMI de souches de Legionella pneumophila

appartenant au genotype SBT 1,4,3 et aux autres genotypes.

Les souches de Legionella pneumophila appartenant

au type SBT 1,4,3 se sont averees avoir des
valeurs de CMI plus elevees. Les valeurs des CMI
des souches appartenant au type 1,4,3 sont
comprises entre 0.25 et 0.5 mg/ml, Celles des autres
types SBT sont, en revanche, comprises entre 0.12
et 0.25 mg/ml. Ce resultat demontre une resistance
plus grande ä l'erythromycine des souches de

Legionella pneumophila appartenant au type SBT
1,4,3 par rapport aux souches de Legionella
pneumophila appartenant aux autres genotypes
(Fig. 6).

Correlation entre concentrations de
Ciprofloxacine et resistances dans les eaux usees des
höpitaux
Dans certains echantillonnages d'eaux usees d'höpi-
taux, de fleuves et d'affluents et effluents de stations
d'epuration, les concentrations de Ciprofloxacine et
de norfloxacine (fluoroquinolones), ainsi que d'ery-
thromycine et de Clarithromycine (macrolides), ont
ete determinees ä FInstitut Federal pour Famenage-
ment, l'epuration, et la protection des eaux par le
groupe du Prof. Dr. Giger (EAWAG-ETH, Dübendorf,
Suisse).

En revanche, une correlation significative (p=
0.00012) entre valeurs de CMI pour ce macrolide et
souches appartenant ä un type moleculaire speci-
fique appele SBT 1,4,3 a pu etre mise en evidence. La

typisation moleculaire SBT (Sequence Based

Typing) est une technique moleculaire utile en
epidemiologic et developpee pour typiser les souches
cliniques de Legionella pneumophila sur la base de la

sequence obtenue de 3 trois genes (fiaA, pilE et asd)
et selon les directives edictees par le Groupe de

Travail Europeen sur les Infections dues aux
Legionella (European Working Group on Legionella
Infections) (Gaia et al.2005).

I ARCHIVES DES SCIENCES I

Une correlation a pu etre observee entre les concentrations

de Ciprofloxacine mesurees dans les eaux
usees des höpitaux et le profil de resistance des
souches d"Aeromonas et d"Acineiobacter isolees. Ainsi,
plus la concentration de ce fluoroquinolone s'est
averee elevee dans un echantillon d'eau donne, plus
les diametres des zones d'inhibition determines par
antibiogramme des souches isolees ä cet endroit se

sont averes etroits (Fig. 7).

En d'autres termes, nous avons pu constater une
augmentation de la resistance des souches presentes
dans les environnements hydriques ä mesure que la
concentration de Fantibiotique analyse augmente.

Arch.Sei. (2008)61:89-1001
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Cette remarque est valable aussi bien pour les

Aeromonas, que pour les Acinetobacter isoles de
ces milieux hydriques.

Vu les tres faibles concentrations que les antibio-
tiques atteignent dans I'environnement, ce resultat
tend en outre ä indiquer que meme des concentrations

basses, soit sub-inhibitrices, d'antibiotiques
presentes dans les milieux hydriques peuvent af-
fecter le profil de resistance des bacteries.

La presence d'antibiotiques dans les eaux souillees
hospitalieres est clairement due ä leur utilisation cli-
nique. La meme origine clinique peut etre attribuee
aux bacteries presentes dans ces memes eaux.
Cependant, la majorite des infections äAeromonas se

ne traduise que par de legeres gastro-enterites, les
patients infectes ne sont ainsi que rarement hospitalises.
De plus, les isolats fecaux sont generalement sensibles

aux antibiotiques. Ces considerations indiquent que,
dans les milieux hydriques hospitaliers, la presence
des ces bacteries peut etre correlee ä une origine envi-
ronnementale, plutot qu'ä une origine clinique. Les

--14

-- 12

-- 10 IT

- 8

-- 6

-- 4
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Aeromonas, ainsi presents, sont
soumis ä une pression de selection
due ä la presence d'antibiotiques
pouvant, effectivement, resulter dans
le developpement et la croissance de
souches plus resistantes. A 1'envers,
les Acinetobacter sont frequemment
responsables d'infections nosocomials

et cause d'hospitalisation.
Ainsi, la presence dAcinetobacter
resistants dans les eaux souillees,
meme si correlee ä la quantite
d'antibiotiques, peut aussi bien etre due
aux patients infectes hospitalises,
qu'aux rejets hospitaliers.

Profil genetique de resistance:
integrons de classe 1 chez les
Aeromonas isoles des divers en-
vironnements hydriques
Le phenotype de resistance observe

pour l'ensemble des souches isolees
lors de cette etude, peut etre l'effet
de nombreux facteurs, notamment
de la presence de determinants ge-
netiques de resistance.

Les integrons de classe 1, elements genetiques
mobiles, semblent jouer un role important dans la
dissemination et la dispersion de genes de resistance chez
les bacteries ä Gram negatif (Riccio et al. 2000;
Schmidt et al. 2001; Poirel et Nordmann 2002) et
represented la majorite des integrons reportes dans
les isolats cliniques (Brown et al. 1996; Rosser et
Young 1999). Ces elements possedent la capacite de
reconnaitre, d'integrer et d'exprimer des genes d'origine

exogene contenus dans des structures dites
cassettes.

Les integrons de classe 1 ont ete recherches par PCR
dans un total de 493 souches dAeromonas isolees
des divers environnements hydriques etudies. Les re-
sultats obtenus pour les Aeromonas et pour les
divers lieux d'echantillonnage sont exposes dans la
figure ci-dessous (Fig. 8 a et b).

Sur les 493 souches dAeromonas testees, 40.8% se

sont averees etre positives pour les integrons de
classe 1. Les integrons de classe 1 pourvus de

Iarchives des SCIENCESI Arch So (2008)61 89-100 I
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Fig. 8. a) Electrophorese sur le gel

d'agarose apres PCR pour la visualisation
des integrons de classe 1; b) Pourcentage
des integrons de classe 1 pourvus ou non
de gene(s) cassette(s) chez les Aeromonas

environnementaux.
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gene(s) cassette(s) ont pu etre detectes dans 6.3%

et 93.3% de souches dAeromonas isolees des eaux
usees de deux höpitaux du Tessin. Cette difference
importante etait difficilement explicable et ne pou-
vait pas etre correlee aux phenotypes de resistance

aux antibiotiques.

Dans d'autres situations, par contre, la presence d'in-
tegrons a pu etre mise en relation avec la provenance
des souches. Par exemple, le 66.2% des souches
dAeromonas isolees des eaux usees d'un höpital ä

Zurich, ou des residus d'antibiotiques ont pu etre
quantifies dans un ordre de grandeur compris entre
0.03 et 13 yg/1, montraient heberger dans leur
genome des integrons de classe 1 pourvus de gene(s)
cassette (s). Ces memes souches s'etaient averees
phenotypiquement resistantes ä nombreux antibiotiques.

De meme, 60.9 et 36.1% de souches heber-

geant des integrons de classe 1 avaient ete detectees
dans deux stations d'epuration. Dans la deuxieme
station, l'absence d'höpitaux, ainsi que les habitations
rurales caracterisant la region, pourraient expliquer
la presence moins elevee de souches possedant dans
leur genome des integrons. Cette hypothese est sou-
tenue par la quantification de residus d'antibiotiques

dans les boues activees des deux
stations d'epuration, montrant claire-
ment une presence plus elevee de
substances antimicrobiennes dans
les echantillons recoltes dans la
premiere station.

Dans un fleuve, avant les rejets
d'une station d'epuration, le
pourcentage de souches dAeromonas
hebergeant des integrons de classe 1

de longueur superieure ä 150 pb,
soit pourvus de gene(s) cassette (s),
s'elevait ä 13.3%. Apres le deverse-
ment dans le fleuve des effluents de
la station, ce taux depassait les 40%.

La capacite genetique preexistante
chez les Aeromonas avait ete inves-
tiguee en etudiant la presence de
souches hebergeant des integrons
dans un lac situe ä 1921 m au dessus
du niveau de la mer, lieu ou la pres-
sion de selection exercee par les
antibiotiques peut etre consideree

comme absente. Le 3.2% des souches possedait des
integrons, la meme frequence avait ete retrouvee
pour les structures de longueur superieure ä 150 pb.
Dans la riviere exutoire du lac de montagne, echan-
tillonnee apres quelques habitations, le nombre de
souches contenant des integrons de classe 1 pourvus
de gene(s) cassette (s), augmente legerement et at-
teint les 6.9%.

Conclusion

Les environnements hydriques comme les eaux
usees des höpitaux, les eaux souillees ä l'entree des
stations d'epuration ou encore les boues activees de
la phase biologique des stations d'epuration peuvent
contenir et concentrer un nombre important de
substances chimiques toxiques (residus d'antibiotiques,

residus d'autres substances pharmaceu-
tiques, metaux lourds, huiles usagees, etc...), ainsi
qu'un ensemble de conditions adverses de survie
pour les micro-organismes. Les pressions multiples
de selection s'exerqant dans ces environnements
pourraient de ce fait favoriser l'emergence, le deve-
loppement et la dissemination vers les eaux de sur-
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face de populations bacteriennes phenotypique-
ment et / ou genetiquement moins sensibles ou
mieux preparees ä developper une resistance ulte-
rieure. De plus, la presence d'une grande et nom-
breuse diversite microbienne dans les boues acti-
vees pourrait faciliter l'echange de determinants
genetiques de resistance entres les differentes bacte-
ries (Szczepanowski et al. 2004; De Gelder et al.

2005).

Ainsi, les stations d'assainissement des eaux permet-
tent de concentrer, non seulement, des souches phe-
notypiquement plus resistantes, mais egalement des
souches genetiquement preparees ä developper une
resistance ulterieure ou ä exprimer une resistance.
En assumant ce role d'intermediaire entre les eaux
polluees et les milieux hydriques environnementaux,
les stations d'epuration contribuent, ainsi, ä enrichir
les eaux de surface en souches potentiellement plus
resistantes.

Si la resistance acquise est un caractere stable, alors
le faible pourcentage des isolats contenant ces
elements genetiques mobiles, mis en evidence dans les
fleuves et le lac de plaine, pourrait etre explique par
Feffet de dilution de la population d"Aeromonas dans
les eaux de surface.

Les cliniciens, preoccupes par les bacteries
resistantes, mais convaincus que le dosage standard des

antibiotiques, ainsi que la reponse immunologique du
patient suffisent ä l'extinction des eventuelles sous-
populations bacteriennes moins sensibles, ignorent
trop souvent l'emergence clinique des phenotypes de
faibles resistances (Baquero 2001) et se soucient
bien peu de l'effet de la persistance des antibiotiques
dans l'environnement hydrique. Pourtant cette
adaptation phenotypique et genotypique progressive de
faibles niveaux de resistances ou diminutions
progressives de la sensibilite pourrait servir d'etape
evolutive vers le developpement de degres plus eleves de
resistances et constituer une veritable voie d'entree ä

la resistance.

Ainsi et malgre les risques potentiels de l'utilisation
massive d'antibiotiques et les echecs croissants de

l'antibiotherapie en milieux clinique et ambulatoire,
peu d'etudes sur les risques lies ä la presence de
faibles concentrations d'antibiotiques dans l'environne-
ment aquatique sont disponibles.

Cette etude a permis d'apporter des elements de

reponse pratique ä cette interrogation et de demontrer
que l'interaction entre agents chimio-therapeutiques
d'origine anthropogenique et populations
bacteriennes, qui s'exerce dans l'environnement
aquatique, de fagon progressive et ä des concentrations
sub-inhibitrices, contribue ä une legere augmenta-

Röle des residus d'antibiotiques dans l'environnement hydrique I

tion de l'habilite des bacteries ä resister ä l'effet anti-
microbien de ces substances, ainsi qu'ä la selection
de variants plus resistants aux faibles concentrations
d'antibiotiques.

Cette etude montre encore que l'exposition progressive

ä de faibles concentrations hydriques d'antibiotiques

peut produire un stress substantiel dans les

populations bacteriennes d'origine clinique et envi-
ronnementale, pouvant engendrer des reponses
genetiques adaptatives variees. La stabilite verifiee in
vitro de ces faibles resistances induites font penser ä

un coüt energetique tolerable pour les bacteries
induites et done au maintient des nouvelles caracteris-
tiques acquises.

En conclusion, les residus d'antibiotiques presents
dans l'environnement hydrique contribuent forte-
ment au maintient, ä l'emergence et la dissemination
de populations bacteriennes presentant un faible
niveau de resistances et pretes ä evoluer vers une
resistance successive. Les resistances phenotypiques
aux concentrations sub-inhibitrices d'antibiotiques
induites dans les eaux usees des höpitaux, ainsi que
dans les boues activees des stations d'epuration peu-
vent etre stables dans le temps. De plus, la pression
de selection qui s'exerce dans les environnements
aquatiques les plus fortement contamines peut egalement

selectionner, au detriment des autres, les
bacteries hebergeant dans leur genome des determinants

genetiques de resistances.

En l'absence de la pression de selection exercee par
les residus hydriques d'antibiotiques un pourcentage
faible de souches hebergeant des integrons de classe
1 contenant des genes cassettes ou des integrons
vides reste detectable dans l'environnement
hydrique. La capacite genetique evolutive des bacteries
peut etre, de ce fait, maintenue en l'absence de l'in-
ducteur.

La pression de selection exercee par les residus
d'antibiotiques presents dans les divers environnements
hydriques represente, ainsi, un vrai portail d'entree
non seulement ä la resistance progressive de souches
environnementales, mais egalement ä la resistance
clinique.

Un traitement adequat des eaux usees rejetees par
les höpitaux permettant, ä la fois, une deterioration
chimique des residus d'antibiotiques actifs et autres
substances pharmacologiques actives, ainsi que l'eli-
mination du plus grand nombre de bacteries pre-
sentes dans ces milieux, pourraient representer une
mesure utile et preventive, non seulement pour
contenir les echecs therapeutiques et les coüts de la

sante, mais egalement pour la preservation de notre
environnement aquatique.
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