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Les indicateurs de bacteries
pathogenes resistantes
aux antibiotiques dans les
sediments du Leman

John POTE1 *, Florian THEVENON1 and Walter WILPI1
Ms regu le 22 juin 2012, accepte le 29 octobre 2012

Abstract
Antibiotic-resistant pathogenic indicator bacteria in sediments from Lake Geneva. There is currently an increasing
interest in the assessment of antibiotic resistant faecal indicator bacteria in freshwater sediments, because of the potential
risk for human health linked to the re-suspension of pathogens that can affect the water quality and that may be ingested
for instance during recreational activities or through ingestion of contaminated water. Two strategies have been developed
to study these bacteria in contaminated lacustrine sediments. The first approach consists in extracting and quantifying faecal
indicator bacteria (FIB) including Escherichia coli (E. colli and Enterococcus spp (ENT) from sediment samples, followed by the
characterization of human specific bacteroids by PCR using specific primers and by matrix-assisted laser desorption ioniza-
tion-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) The alternative approach is based on the evaluation of the isolated
FIB multiple antibiotic resistant (MAR).

Despite the growing interest in this issue, many questions remain unanswered, especially about the role ofsediment
characteristics on the accumulation of FIB and the potential adverse effects for the ecosystem and human health (risks of FIB

antibiotic resistant). This paper presents an overview of the methods recently developed at the Institute F. -A. ForeI for the extraction

and quantification of FIB-MAR in sediments cores collected in the Bay of Vidy (in the vicinity of the city of Lausanne)
which is the most contaminated area of Lake Geneva due to the release by the waste water treatment plant of industrial,
hospital and domestic wastewater Our research demonstrates that the sediments accumulated in this part of the lake since
almost 50 years are highly contaminated and constitute a reservoir of FIB, FIB-MAR and antibiotic resistance genes that persist

in organic-rich sediments.

Keywords: Lake Geneva, human pathogenic bacteria, antibiotic resistant, sediment cores, waste water treatment plant

Resume
Devaluation des bacteries indicatrices de contamination fecale dans les lacs d'eau douce, et plus particulierement I'occurrence

de bacteries resistantes aux antibiotiques dans les sediments, est primordiale. Cet interet est lie au risque potentiel de

remise en suspension des agents pathogenes qui peuvent affecter la qualite de l'eau et des tors presenter des risques pour
la sante humaine, par exemple lors d'activites recreatives et/ou suite ä la consommation d'eau potable contaminee. Deux

strategies ont ete developpees pour I'etude de /'accumulation de ces bacteries dans les sediments lacustres contamines La

premiere approche consiste ä extraire et ä quantifier les bacteries indicatrices de contamination fecale (FIB), y compris
Escherichia coli (E. coli) et Enterococcus spp (ENT) ä partir d'echantillons de sediments, suivi par la caracterisation de bacte-
roides specifiques pour I'homme par PCR en utilisant des amorces specifiques et par matrix-assisted laser desorption loniza-
tion-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). Une seconde approche est basee sur /'evaluation de la resistance
multiple aux antibiotiques (MAR) ä partir de FIB isolees.

Malgre /'importance de cette thematique, de nombreuses questions restent en suspens, en particular concernant le röle des

caracteristiques physico-chimiques des sediments sur /'accumulation de FIB et les effets negatifs potentiels sur les ecosyste-
mes et la sante humaine (risques de resistance aux antibiotiques FIB). Cet article presente un apergu des methodes recem-
ment mises au point a /'Institut F.-A. Fore! pour /'extraction et la quantification de FIB-MAR dans les carottes de sediments

' Institut F-A Fore!, Section des Sciences de la Terre et Environnement, Universite de Geneve, CP 416, CH-1290 Versoix, Suisse
* Corresponding author E-mail john pote@unige ch
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recueillis dans la baie de Vidy qui est la zone la plus contaminee du Leman ä cause des rejets des eaux traitees par la station
d'epuration de la ville de Lausanne Ces eaux usees proviennent de l'industrie, des höpitaux et des activites domestiques.
Notre recherche demontre que les sediments qui se sont accumules dans cette baie depuis 50 ans sont fortement contamines

et constituent un reservoir important de FIB, FIB-MAR et de genes de resistance aux antibiotiques qui persistent dans les

sediments riches en mattere organique
Mots-des: Leman, bacteries pathogenes humaines, resistance aux antibiotiques, sediments, station d'epuration d'eaux

usees

11. Introduction

La presence de substances toxiques tels les metaux
(Cd, Hg, Cu, Pb, As, Tl, Sn), les polluants organiques
persistants (PCB et HAP), les antibiotiques et les

microorganismes pathogenes dans les systemes lacus-
tres et les reservoirs d'eau potable est principalement
due aux apports par les eaux de ruissellement et des

cours d'eaux qui collectent les rejets industriels et
urbains, mais aussi au rejet des dechets liquides pro-
venant des activites domestiques des particuliers
(Förstner et Wittmann, 1979; Pardos et al., 2004;
Schwarzenbach et al., 2006;. Martinez, 2008). La plu-
part de ces substances toxiques peuvent s'accumuler
dans les sediments et influencer les ecosystemes
aquatiques qui evoluent au cours du temps en fonc-
tion de parametres naturels (changements clima-
tiques) mais aussi anthropiques (gestion de l'eau
potable et agricole, pollution). De surcroit, les
contaminants qui s'accumulent au cours du temps dans les

depots sedimentables peuvent etre remobilises ä par-
tir des sediments vers la colonne d'eau, et constituer
ainsi une menace potentielle pour les ecosystemes
aquatiques (biodiversite) et la sante humaine. La
remobilisation de ces contaminants peut etre due ä
des facteurs naturels (crue ou secheresse) ou
humains (remaniement d'anciens depots dans le
cadre de travaux). Le retour des contaminants dans
la chaine alimentaire peut done se produire par la
remise en suspension des sediments, mais aussi par
metabolisme microbien ou encore par infiltration
dans la nappe phreatique. En consequence, les
sediments contamines peuvent constituer une source
secondaire significative de pollution pour la colonne
d'eau (Wildi et al., 2004; Gillan et al., 2005). Les
sediments contamines deposes au cours du dernier siecle
dans les lacs utilises comme source d'eau potable
meritent en consequence d'etre etudies dans le cadre
d'une gestion durable des ressources en eau et des

ecosystemes aquatiques.
Les sediments lacustres riches en matiere organique
d'origine animale ou humaine constituent un reservoir

important pour les indicateurs de pollution
fecale (FIB) (Haller et al., 2009 a,b; Pote et al.,
2009a). En effet, la concentration en FIB accumulee
peut y etre 100 ä 1000 fois superieure ä celle conte-
nue dans la colonne d'eau (Davies et al., 1995). Pour
cette raison, 1'evaluation des teneurs en FIB en milieu
aquatique ne devrait pas se limiter aux seuls preleve-

ments d'echantillons d'eau dont la qualite peut varier
tres rapidement dans le temps et dans l'espace en
fonction de parametres naturels (debit des rivieres,
degre oxygenation) ou anthropiques (pollutions acci-
dentelles ou chroniques). Cette approche peut en
effet fausser 1'evaluation des risques potentiels d'ex-
position humaine aux micro-organismes pathogenes
(par exemple lors d'activites recreatives dans les

eaux de baignade) mais aussi l'appreciation de la qua-
lite de l'eau potable (Craig et al., 2004; Haller et al.,
2009a).
Les FIB en milieu aquatique peuvent subir l'influence
de diverses substances, notamment celle des antibiotiques.

De nombreuses etudes ont ainsi demontre
que les antibiotiques qui se trouvent dissemines dans
l'environnement peuvent potentiellement exercer
une pression importante sur les microorganismes
autochtones. Ces substances chimiques peuvent des
lors etre considerees comme des polluants impor-
tants voir dangereux, puisque des bacteries peuvent
etre impliquees dans le transfert de genes de
resistances aux antibiotiques (Prüden et al., 2006;
Martinez et al., 2009). L'echange naturel de genes
entre bacteries dans l'environnement est un fait
connu (Bertolla et al., 2000). Les trois mecanismes
de transfert horizontal de genes (HCT) identifies (la
conjugaison, la transduction et la transformation) ont
ete largement etudies (Yin et Stotzky, 1997;
Demaneche et al., 2000). Par consequent, la
presence de FIB et de bacteries resistantes aux antibiotiques

dans la colonne d'eau et dans les sediments
peut affecter la qualite de l'eau mais aussi contribuer
au transfert horizontal de genes (HCT) entre les
bacteries, ce qui implique la diffusion generalisee de

genes resistants aux antibiotiques (Kummerer, 2004;
Demaneche et al., 2008; Thevenon et al., 2012a).
La persistance des bacteries pathogenes resistantes
aux antibiotiques en milieu aquatique, specialement
dans les lieux de baignades (plages, piscines) et ä

proximite de stations de cap tage d'eau potable,
motive depuis quelques annees de nombreuses
recherches dans le domaine de l'environnement et de
la sante publique (Martinez, 2009). L'etude de
resistance bacterienne aux antibiotiques dans l'environnement

est pertinente pour la sante humaine en
raison de l'importance croissante des maladies zoono-
tiques, ainsi que la necessite de prevoir des nouveaux
agents pathogenes resistants (Allen et al., 2010).
Toutefois, les methodes de caracterisation et de
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quantification des microorganismes pathogenes (les
coliformes totaux, E.Coli, germes mesophiles anae-
robies, Enterocoques, salmonelles) dans les
sediments artificiellement enrichis en matiere organique
et en bacteries animales et humaines restent encore
tres peu connues. Le but de la presente synthese est
de presenter les methodes utilisees pour la quantification

et la caracterisation des FIB resistant ä plu-
sieurs antibiotiques ('multiple antibiotic resistant,
MAR) dispersees dans les sediments, puis de presenter

des resultats recemment obtenus ä partir de
sediments pollues par les effluents de la station d'epura-
tion (STEP) des eaux usees de la ville de Lausanne
qui sedimentent dans la Baie de Vidy. La Baie de Vidy
est une zone de baignade et de loisirs dont la qualite
des eaux est susceptible d'influencer celle de l'usine
de pompage de St-Sulpice (situee ä environ 3 km de

distance) qui est la principale source d'eau potable
de la ville de Lausanne. Bien que ce type de pollution
puisse avoir des consequences majeures pour la bio-
diversite et la sante de l'homme, peu de recherches

sont encore menees ä cette echelle du bassin versant,
sur des sediments et des bacteries presents dans nos
environnements aquatiques du fait du rejet d'eaux
usees.

12. Methodes

2.1. Sites d'etude

Le Leman (aussi appele Lac de Geneve) est le plus
grand reservoir d'eau douce d'Europe occidentale,
avec un volume de 89 km3 et une profondeur maximale

de 309 m. Le lac a ete considere comme eutro-
phe dans les annees 1970 et est devenu mesotrophe
dans les annees 1980, apres une reduction drastique
des apports en phosphore (Dorioz et al., 1998).
Environ 700000 personnes sont alimentees en eau
potable provenant du Leman. L'usine de traitement
des eaux usees municipales de Lausanne (STEP de

Fig. 1. En haut : Photos de la STEP de Vidy (a gauche) et de la plage de Vidy en ete (ä droite) ou il est recommande de ne pas
se baigner (au centre). En bas: Image satellite de la region etudiee et carte bathymetrique du Lac Leman (modifie de

Thevenon et al., 2011 b) avec ä gauche un zoom sur la bathymetrie de la Baie de Vidy oü sedimente la matiere en suspension
provenant de la STEP (effluents domestiques, hospitaliers et industriels) (modifie de Thevenon et al. 2012a). La carte indique
la position du site de carottage (V4) ainsi que la position de l'ancien (des 1964) et de l'actuel (depuis 2001) exutoire de la
STEP de la ville de Lausanne.
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Fig 2 Schema de la procedure analytique
utihsee pour quantifier les FIB dans le

surnageant (SI) et dans ces cellules

bacteriennes pures (CI) par la methode

de membranes filtres (modifie d'apres
Pote et al, 2010)

Vidy) a ete construite en 1964 pour
220000 equivalents-habitants, puis
agrandie en 1976. Ses effluents
etaient d'abord deverses ä une
distance d'environ 300 m du bord du
lac, ä 15 m de profondeur (Fig. 1).
La conduite du deversoir a ete pro-
longee en 2001 jusqu'ä une distance de 700 m de la
rive et ä 35 m de profondeur d'eau (Goldscheider et
al., 2007) (Fig. 1). C'est autour de ce point de dever-
sement que se depose actuellement la matiere en
suspension provenant de la STEP avec pour effet une
augmentation artificielle du taux de sedimentation
compris entre 0.5 ä 1 cm/an (Thevenon et al., 2011a;
Loizeau et al., 2004).
Du fait de la presence de cet exutoire, la baie de Vidy
est la zone la plus contaminee du Leman. L'Institut
F.-A. Forel a mene de nombreuses recherches sur la
dispersion des contaminants organiques et inorga-
niques (elements traces metalliques ou ETM) dans
les sediments de surface mais aussi sur 1'accumula-
tion de ces polluants au cours des dernieres decen-
nies ä l'aide d'enregistrements sedimentaires (ou
carottes) (Loizeau et al., 2004; Pardos et al., 2004;
Wildi et al., 2004; Pote et al., 2008; Thevenon et al.,
2011a). D'autres recherches se sont focalisees sur
l'accumulation des FIB dans les sediments, sur le role
du substrat sedimentaire et sur la persistance des
bacteries pathogenes (Pote et al., 2009a,b; Haller et
al., 2009a,b; Thevenon et al., 2012b). Nos recherches
les plus recentes sont orientees sur la caracterisation
des FIB MAR dans les sediments deposes avant et
apres l'installation de la STEP dans la baie de Vidy;
afin de comprendre l'influence des apports exte-
rieurs de matiere organique mais aussi l'impact du
changement du Statut trophique du lac au cours du
20e siecle (Thevenon et al., 2011b).

2.2. Methodes de prelevement des sediments

Nos analyses sont effectuees sur des carottes
sedimentaires courtes (30 ä 70 cm de long) prelevees
depuis le bateau de l'lnstitut F.-A. Forel (La Licorne)
ä l'aide d'un carottier gravitaire Uwitec®. Les carottes

sont ensuite amenees ä Versoix ou elles sont stoc-

kees dans une chambre froide (4°C) puis rapidement
ouvertes et echantillonnees. L'echantillonnage s'ef-
fectue en continue tous les centimetres pour l'ana-
lyse des parametres physicochimiques (teneur en
eau, granulometrie, teneur et composition de la
matiere organique) et tous les 2 cm pour reconstruire
l'accumulation dans le temps des FIB MAR qui neces-
sitent plus de temps et des coüts analytiques supe-
rieurs.

2.3. Extraction des cellules bacteriennes par gradient
Nycodenz

L'extraction des FIB ä partir de sediments riches en
matiere organique peut conduire ä une importante
sous-estimation de la quantite de bacteries. En
consequence, nous avons developpe une methodolo-
gie tres fiable qui consiste ä disperser les sediments
dans une solution d'hexametaphosphate de sodium ä

0.2% puis ä separer les bacteries des particules
organiques et minerales en utilisant differentes vitesses
de centrifugation (Haller et al., 2009a; Pote et al.,
2010). En resume, 100 g de sediment humide sont
disperses dans 300 mL d'hexametaphosphate de
sodium ä 0.2%. Le melange est place pendant
30 minutes dans un agitateur rotatif et ensuite centrifuge

ä 750 tr/min pendant 15 min ä 15°C (Fig. 2).
Le surnageant est alors recupere dans de l'eau
physiologique et centrifuge ä 7500 tr/min pendant
30 minutes. Le culot est ensuite lave puis recupere
dans de l'eau physiologique. Les cellules bacteriennes

et les particules de sediments sont ensuite sepa-
rees par ultracentrifugation ä grande vitesse (15000
tr/min pendant 1 h ä 10°C) en ajoutant du Nycodenz
(0.8 g/L). Une couche blanche de cellules bacteriennes

(anneau bacterien) se forme ä l'interface entre
Nycodenz et la couche sus-jacente aqueuse. Cette
couche blanche est soigneusement recuperee et
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Amorces Cibie Sequences T (°C) Reference

ECA75F

ECA619R
General E Coli

GGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGAC

AGCCCGGGGATTTCACATCTGACTT
fa

60 Sabat et al 2000

Ent1

Ent2

General
Enterococci

TACTGACAAACCATTCATGATG

AACTTCGTCACCAACGCGAAC

55/49
Ke et al 1999/
Morrison et al 2008

Ella TEM-F

TEM-R

Amoxycillin /
Ampicillin / ß-

lactames gene
resistant

ATTCTTGAAGACGAAAGGGC

ACGCTCAGTGGAACGAAAAC
60 Belaaouaj et al 1994

HF183/134 human HF183 ATCATGAGTTCACATGTCCG 9 Bernhard and Field,

human HF134 ATCARGTCACATGTCCCG 2000/Ahmed et al,
Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTG 2007

CF128/193 ruminant CF128 CCAACYTTCCCGWTACTC 60 Bernhard and Field,

ruminant CF193 TATGAAAGCTCCGGCC 61 2000

Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTG

Table 1 Les amorces et leurs cibles utihsees

pour la caractensation d 'Escherichia coli, des

Enterocoques et des genes de resistance ä la

famille de beta-lactame

melangee avec un volume egal d'eau
sterile ultra pure. Les cellules bacte-
riennes pures ainsi obtenues servent ä

la quantifier les FIB par les methodes
conventionnelles ou par l'approche
moleculaire.

2.4. Quantification des FIB par
l'approche conventionnelle

Les legislations de l'Union Europeenne et Suisse

(OHyg, 2005) pour la determination de la qualite de

l'eau prevoient la quantification d.E. coli et ENT par
differentes methodes de culture. Les FIB sont
quantifies ä partir du surnageant (Haller et al., 2009a) ou
ä partir de l'anneau bacterien (Pote et al., 2010)
apres filtration sur membranes (en cellulose de 0.45

pm de porosite) de 100 mL d'echantillon ä differentes
dilutions; puis incubation ä differentes temperatures
des membranes dans des boites de petri en utilisant
successivement differents milieux selectifs (Haller et
al., 2009a; Pote et al., 2009). Les resultats sont expri-
mes en unites format colonies par 100 g de sediments
sees (CFU/100 g). La reproductibilite de la methode
d'analyse (mesure en triplicat d'echantillons) donne
un coefficient de variation moyenne de 13% pour E.
coli et 8% pour les ENT.

2.5. Confirmation des FIB isoles sur les milieux selectifs

Les E. coli et ENT isolees sur les milieux selectifs
peuvent etre identifies par PCR en utilisant les
amorces specifiques. Ces amorces permettent de
cibler les sequences des genes afin de savoir si les FIB
sont d'origines humaines ou animales (Table 1).
La methode de spectrometrie de masse «Matrixassisted

laser desorption ionization-time offlight
mass spectrometry» (MALDI-TOF MS) (Tonolla et
al., 2009; Benagli et al., 2011) est basee sur la detection

et l'identification de proteines par la determination

du poids moleculaire de fragments specifiques
individuels bacteriens.

2.6. Evaluation des bacteries multi-resistantes aux
antibiotiques par l'approche culturale

Les tests de resistance aux antibiotiques peuvent
etre realises sur E. coli et ENT par la methode de
culture apres leur confirmation par PCR et/ou

MALDI-TOF MS. Cette methode consiste prealable-
ment ä definir les concentrations minima d'inhibi-
tion des antibiotiques ä utiliser (Andrews, 2001;
Choi et al., 2003; Säenz et al., 2004; Demaneche et
al., 2008). Pour enumerer les FIB-MAR, des
dilutions appropriees de suspension de l'anneau bacterien

extraites des sediments sont reparties dans les
milieux appropries aux E. coli et ENT. Ces milieux
sont inocules avec des solutions d'antibiotiques ä

differentes concentrations. Un melange compose
des antibiotiques suivants est utilise: ampicilline,
tetracycline, amoxicilline, chloramphenicol et ery-
thromycine (Sigma, USA); chaque antibiotique se

trouve ä une concentration finale de 20 pg mL"1 et
2 pg mL-1 pour 1'evaluation de resistance dE. coli et
d'ENT respectivement. Les pourcentages de FIB-
MAR sont ensuite calcules par approche statistique
comme precedemment decrit par Thevenon et al.

(2012a).

2.7. Evaluation des bacteries multi-resistantes aux
antibiotiques par approche moleculaire

Etant donne que moins de 10% des bacteries presen-
tes dans les sediments sont cultivables (Thevenon et
al., 2011b), la methode de l'approche culturale sous-
estime largement la quantification des bacteries dans
l'environnement. L'approche moleculaire par PCR et
PCR quantitative est pour cette raison de plus en plus
utilisee pour caracteriser et quantifier les bacteries
dans les differents compartiments environnemen-
taux, y compris dans les sediments et les eaux de
surface. Nous avons utilise cette approche dans nos
recentes recherches afin de caracteriser la biomasse
bacterienne dans des profils sedimentaires et ainsi
detecter les genes de resistance aux antibiotiques,
non seulement dans les indicateurs pathogenes mais
aussi dans l'ensemble de la communaute bacterienne
de la baie de Vidy (voir les details dans Haller et al.,
2011 et Thevenon et al., 2012 b).
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Fig 3. Escherichia coli (E coli) et Enterocoques (ENT) (CFU 100 g'), leur resistance respective aux antibiotiques, et le pourcentage

d'Enterococcus faecalis mesures en fonction de la profondeur sur la carotte V4. A droite est reporte le 137Cs mesure sur une carotte

(Vsl4) prelevee aumeme endroit (Glass-Haller 2010). La maximum de 137Cs localise l'armee 1964 qm correspond au maximum desretom-

bees atmosphenques dues aux essais nucleaires et qui comcide avec le debut des rejets de la STEP de Lausanne dans la Baie de Vidy

(modifie de Thevenon et al, 2011b et 2012a,b).
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13. Resultats et discussion

Depuis une dizaine d'annee, les chercheurs de

l'lnstitut F.-A. Forel travaillent sur le site de la baie de

Vidy dans le cadre de recherches pluridisciplinaires
qui se sont recemment enrichies de l'approche micro-
biologique. Cet article presente des resultats inedits
et synthetise les donnees recemment publies sur les
sediments pollues de la baie de Vidy, afin de mieux
comprendre l'influence des rejets des eaux usees
dans l'environnement aquatique et plus precisement
leur impact sur la communaute bacterienne vivant
dans les sediments. L'etude de carottes de sediments
permet de remonter dans le temps et de comparer les
sediments qui se sont deposes avant et apres la mise
en place de la STEP de Lausanne en 1964. Cette
approche est rendue possible en mesurant le cesium
(I37Cs) radiogenique par comptage gamma dans les

profils sedimentables etudies. En effet, le maximum
des retombees de 137Cs en Europe a eu lieu en 1964
lors du maximum des essais nucleaires atmosphe-
riques dans le monde. L'identification de ce repere
chronologique dans nos carottes permet done de
localiser tres precisement les sediments qui se sont
deposes lors de la mise en place de la STEP de
Lausanne en 1964 (Fig. 3). En revanche, le pic de
137Cs lie ä l'accident nucleaire de Tchernobyl (qui est
generalement utilise pour detecter les sediments
deposes en 1986) n'est pas detecte dans la Baie de

Vidy en raison de l'abondance des sediments anthro-

pogeniques qui diluent fortement la fraction
atmospherique apportee dans la baie par ruissele-
ment nature!.

3.1. Distribution des pathogenes dans les sediments de
la baie de Vidy

Les sediments de la baie de Vidy sont enrichis en
nutriments (Corg: 4 ä 12%, N: 0.5 ä 1.5%, P: 5 ä

25 mg/g) et en elements traces metalliques (Hg: 0.3 ä

20 pg/g, Pb: 60 ä 1000 pg/g) (Thevenon et al., 2011a,
2012b). La teneur en matiere organique peut attein-
dre 30% pour les sediments de surface proches de

l'exutoire de la STEP (site V4, Fig. 1) alors que les

valeurs moyennes des sediments deposes au cours du
vingtieme siecle dans les parties profondes du Grand
Lac (309 m) et du Petit Lac (Creux-de-Genthod,
50 m) se situent aux environs de 6% (Pote et al.,
2008; Thevenon et al., 2011b). Ces caracteristiques
font que ces sediments peuvent constituer un reservoir

important de FIB (Haller et al., 2009 a,b).
Pour evaluer la distribution des pathogenes dans les

sediments de la baie de Vidy, nous avons quantifie les
FIB dans le surnageant (SI) et dans ces cellules bac-
teriennes pures (CI) par la methode de filtration sur
membranes (Fig. 2). Le choix de comparer ces 2 eta-

pes a ete motive par le fait que certaines substances
se trouvant dans les sediments peuvent inhiber la
croissances des certaines bacteries, y compris les

I ARCHIVES DES SCIENCESI Arch.So (2012)65 165-1761



I Les indicateurs de bacteries pathogenes resistantes aux antibiotiques dans tes sediments du Leman John POTt et al 1171 I

Table 2. Distnbution et comparaison des souches d'Escherichia coli (E coli) et d'Enterocoques (ENT) quantifiees (CFU 100 g') dans

le surnageant* (SI) et dans les cellules bacteriennes extraites par Nycodenz gradient centnfugation** (CI) dans les sediments de la Baie

de Vidy (site V4).

Site V4

Profondeur
(cm)

*E. coli dans le

surnageant
(CFUx106)x100g<

*ENT dans le

surnageant
(CFUx106)x100g'

**E. coli dans les

cellules bacteriennes

(CFUxlO6) 100g'

**ENT dans les

cellules bacteriennes

(CFUxlO6) 100g'
2 22 3 (1 8) 7 8 (2 2) 16 9 (3 7) 4 7 (0 6)

4 19.2(4.3) 6.1 (1 7) 15.4 (2.6) 4.3(1.4) I

6 25 1 (3 6) 6.4 (0 9) 19 4(4 2) 4 9 (0 3)

8 33 2 (2.8) 6.2(1.3) 28.6 (3.4) 3 8 (0 07) I

10 11 7 (1 3) 3.4 (0.5) 9 7 (2 9) 1 9 (0.06)

12 26.1 (3.5) 6 7(2.1) 20 4 (3 7) 4.8 (0.8) I

14 14 8(2 9) 4.3 (0 2) 8.6 (2 4) 2 8 (0 4)

16 15.4(3 1) 7.8(1.8) 9.6(3.2) 5 1 (2 3)

18 13 8(2 6) 3 9 (0.2) 9 4 (1 6) 1.7 (0 6)

20 37.4 (4 2) 14 6(4 3) 26 5(4.1) 8.3 (1 4)

22 0.17(0 01) 0.23 (0 04) 0 045 (0 01) 0.05 (0 007)

24 0.22 (0.031 0 02 (0 006) 0.097 (0 003) 0 011 (0 0031
1

* La premiere etape apres la faible centnfugation ä 750 tr/min
** Cellules pures bacteriennes apres separation avec les particules de sediments en grande vitesse de centnfugation 15000 tr/min

indicateurs de la pollution fecale (Davies et al., 1995;
Maron et al., 2006; Pote et al., 2009a, 2010). Les resul-
tats de nos analyses montrent de tres fortes concentrations

en FIB dans les sediments recemment deposes

au site V4 (Table 2). Toutefois, dans SI, la teneur
enE. coli varie de 0.17 ä 33.2 106 CFU/100 g alors que
cette teneur varie de 0.04 ä 28.6 106 CFU/100 g dans
CI. Pour les Enterocoques, la teneur varie de 0.02 ä

7.8 et de 0.01 ä 5.1 CFU/100 g pour Sl et Cl, respecti-
vement. La comparaison de ces 2 etapes montre que
la quantification ä partir de SI permet d'isoler environ
20% de FIB de plus que dans le Cl, cela ä cause de

pertes de certaines bacteries avant le recouvrement
total des cellules bacteriennes (Furtado et Casper,
2000; Maron et al., 2006). Neanmoins, l'approche par
centrifugation Nycondez permet de separer les bacteries

des autres particules presentes dans les sols et les
sediments, afin d'obtenir des cellules bacteriennes
pures pretes pour l'application des approches meta-
genomiques (Courtois et al, 2001; Bertrand et al.,
2005; Pote et al., 2010). Comme l'indiquent nos resul-
tats (Table 3 et Fig. 3), la concentration des FIB est

tres elevee (de l'ordre de 10® CFU/100 g) dans les
sediments enrichis en matiere organique de la Baie de

Vidy ä cause des effluents de la STEP (Haller et al.,
2009a,b, Thevenon et al., 2012a).

3.2. Caracterisation des indicateurs pathogenes dans
les sediments

Les E. coli et ENT isolees ä partir des sediments par
filtration sur membrane ont ete caracterisees par
amplification PCR en utilisant les amorces specifiques
(Table 1) et par MALDI-TOF MS. L'amplification PCR
realisee sur les colonies bacteriennes isolees sur les
membranes de filtration et sur l'ADN extrait de Cl en
utilisant les amorces ECA75F/ECA619R (pour A1. coli)
et Entl/Ent2 (pour les Enterocoques) ont confirme la

presence d'E. coli et d'Enterocoques dans les
sediments de la carotte V4 au dessus de 24 cm de profondeur

(Table 3 et Fig. 3). Les sequences de MALDI-TOF
MS ont confirme la predominance des E. Faecalis et
E. Faecium (50 ä 90%) pour les sediments deposes

Table 3 Distribution d'Escherichia coli et d'Enterocoque resistantes aux antibiotiques dans le profil sedimentaire de la carotte V4 (modi-
fie de Thevenon et al, 2012 b)

Profondeur E. co/Z-

MAR (%)

E. coli resistant au
beta-lactame (%)

ENT MAR

(%)

ENT resistant au

beta-lactame (%)
2 2 32 24 62 0 21 83

4 1.65 28.74 0.016 26.74
6 2.41 48 22 0 04 36 82

8 3.03 41.71 0.13 33.61

10 0 14 21.94 0 15 92

12 1 24 * * 0.017 * *

** analyses non effectuees
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durant cette periode qui correspond probablement ä la
Periode d'eutrophisation du lac (Thevenon et al.,
2011a). L'amplification PCR par les amorces
HF183/134/Bac 708R a indique la presence des FIB
d'origine humaine ä plus de 95% pour les sediments
de surface du site V4, tandis que les PCRs par
CF128/193/Bac708R n'ont montre aucune presence de
FIB d'origine animale. II est connu que E. coli et ENT
d'origine animale ou humaine peuvent etre trouvees
dans les differents compartiments environnementaux
(Ke et al., 1999). Nos recherches effectuees en conditions

controlees (dans les microcosmes) demontrent
que ces bacteries peuvent persister dans les sediments
lacustres contamines par les rejets d'eaux usees et se

multiplier dans certaines conditions environnementa-
les (Haller et al., 2009b; Pote et al, 2009).
Les resultats de notre etude indiquent que les
sediments tres riches en matiere organique de la baie de

Vidy qui reqoit les effluents de la STEP de Lausanne
constituent un grand reservoir de FIB d'origine
humaine. L'amplification PCR et MALDI-TOF MS dans
des profits sedimentaires de la Baie de Vidy confirme
que ces bacteries se sont accumulees depuis environ
20 ans et persistent dans les sediments lacustres
(Thevenon et al., 2012a). Toutefois, il est important de
noter que l'augmentation importante de l'activite
bacterienne (profils d'adenosine triphosphate [ATP])
reconstruite ä partir d'enregistrements de la Baie de

Vidy est synchrone d'une augmentation de l'activite
bacterienne dans les sediments profonds du Grand Lac
et du Petit Lac (Thevenon et al., 2011b). Ceci suggere
que cet evenement qui est le plus important du siecle
n'est done pas dü ä un changement de source (la STEP
de Lausanne) mais bien ä un changement du Systeme
lacustre qui s'eutrophie dans les annees 1970 du fait
d'un exces de nutriments rejetes dans le lac. Bien que
le niveau trophique du lac ait baisse au cours des der-
nieres decennies, l'activite bacterienne demeure anor-
malement elevee dans les differents types de
sediments de surface du Leman (Thevenon et al., 2011b).
L'analyse phylogenetique de 16S ARNr a d'ailleurs
montre que les clones de bacteries sulfato-reductrices
et ferri-reductrice (Geobacter sp.) etaient plus abon-
dants dans les sediments fortement contamines de la
Baie de Vidy en comparaison des sediments non affec-
tes par le rejet d'eaux usees; mais aussi que les compositions

des communautes microbiennes etaient en
chaque site correlees aux variables environnementales
etudiees (matiere organique, nutriments et metaux)
(Haller et al., 2011).

3.3. Evaluation des resistances aux antibiotiques

Revaluation de resistances de FIB a ete realisee en
utilisant le melange de 5 antibiotiques (ampicilline,
tetracycline, amoxicilline, chloramphenicol et ery-
thromycine [Sigma, USA]); chaque antibiotique se

trouve ä une concentration finale de 20 pg mL-1 pour
1'evaluation de resistance d'E. coli et ä une concentration

finale de 2 pg mL-1 pour 1'evaluation de
resistance d'ENT. Une autre famille d'antibiotique, notam-
ment celle de beta-lactame communement utilisee en
medecine, a ete utilisee ä la concentration de 100 pg
mL"1. Les resultats indiquent une forte resistance des
bacteries aux antibiotiques utilises, notamment ä la
famille de bata-lactame, avec des valeurs allant
jusqu'ä 48% pour E. coli et 37% pour les ENT. La
resistance est moins significatif pour le melange des
5 antibiotiques, avec une valeur maximale de 4.6%

(Thevenon et al., 2011b).
Cette resistance bacterienne aux antibiotiques ne
semble pas directement liee ä l'implantation de la
STEP en 1964 puisqu'elle augmente considerable-
ment dans les sediments accumules dans les annees
1970 lorsque l'activite bacterienne augmente eile
aussi fortement (Thevenon et al., 2012b) (Fig. 3).
Toutefois, selon une etude recente (Czekalski et al.,
2012), les effluents hospitaliers contiennent la charge
la plus elevee de bacteries MAR et de genes de
resistance aux antibiotiques. II en est de meme des
sediments de la baie de Vidy qui reqoivent les effluents de
la STEP, et qui peuvent etre consideres comme un
grand reservoir des bacteries MAR.
Etant donne que moins de 10% des bacteries sont cul-
tivables, nous avons detecte les genes de resistance
aux antibiotiques par la methode moleculaire.
L'amplification PCR pour la detection de genes de

resistance ä la famille de beta-lactame (Table 1) a ete
effectuee sur l'ADN extrait des cellules bacteriennes
et sur les colonies de E. coli et ENT isolees. Les

signaux positifs de genes de resistance ä la famille de
beta-lactame ont ete observes dans les sediments
recemment deposes. Ces resultats suggerent que la
communaute bacterienne a probablement acquis des

genes de resistances aux antibiotiques provenant
essentiellement des effluents de la STEP (Prüden et
al., 2006). Toutefois, des etudes complementaires
sont en cours pour quantifier les genes de resistances

par PCR quantitative afin de caracteriser non seule-
ment le degre de resistance de differentes families
d'antibiotique, mais aussi le phenomene de transfert
horizontal de genes entre les differentes communautes

bacteriennes dans les sediments contamines par le

rejet d'eaux usees de la Baie de Vidy.

14. Conclusion

Nos resultats montrent que les sediments artificielle-
ment enrichis en matiere organique par les effluents
d'une STEP comme ceux de la Baie de Vidy constituent

un reservoir important de bacteries pathogenes.

De plus, ces bacteries peuvent etre multi-resis-
tantes aux differentes families d'antibiotiques comme
celle de beta-lactame. Ces resultats confirment l'im-
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pact des effluents partiellement traites des STEP sur
l'environnement aquatique et plus particulierement
sur la qualite bacterienne des eaux de surface.
L'amplification PCR et MALDI-TOF MS a confirme
que la pollution bacterienne des sediments de la baie
de Vidy est essentiellement due aux coliformes d'ori-
gine humaine (presence de bacteroides humaines).
Le risque majeur est la remobilisation de ces bacte-
ries vers la colonne d'eau par des processus physico-
chimiques ou par remobilisation des sediments, soit

par des processus naturels (glissement gravitaire)
soit par des activites humaines (activites recreatives,
travaux). Cette remobilisation entrainerait la
degradation de la qualite de l'eau et d'importants risques
pour la sante humaine. Sachant que les sediments de
la baie de Vidy sont soumis depuis presque 50 ans ä

une forte contamination organique et bacterienne,
des recherches supplementaires sont necessaires

pour mieux comprendre la persistance et la
reproduction des bacteries pathogenes, la dissemination
des genes d'antibiotiques et le transfert horizontal
entre bacteries dans un substrat sedimentaire forte-
ment enrichi en nutriments mais aussi contamine en
ETM. Le role de la biomasse bacterienne sur la
remobilisation des contaminants ä partir des sediments
vers la colonne d'eau doit egalement faire l'objet de
recherches approfondies.
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