












































































































































































































































































































































Résultats et discussion

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

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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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.

Keywords: antibiotic resistance, integron, hospfdllents, treatment process





