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1. Introduction

La présence de microorganismes pathogénes d origine fécale dans les eaux de surface pose
d importants problemes sanitaires quand ces eaux sont utilisées pour la production d’ eau potable, pour
I’ activité nautique ou I’irrigation. Les maladies infectieuses causées par ces bactéries sont traitées
depuis de nombreuses années gréce a I’emploi d antibiotiques. Cependant, |’ usage croissant et massif
d antibiotiques a induit une certaine résistance des bactéries envers ces substances. En effet, les
antibiotiques sont utilisés en médecine humaine mais également intensvement en médecine
vétérinaire et ont auss éé utilisés comme compléments alimentaires dans I’ élevage. On rencontre
couramment des bactéries résistantes aux antibiotiques dans les milieux ou ceux-ci sont utilisés mais
également dans divers environnements naturels comme le milieu aquatique. La présence de bactéries
pathogénes antibiorésistantes entraine un risque sanitaire accru s les infections qu'ils causent ne
peuvent pas étre traitées par des antibiotiques. Ce travail s est donc intéresseé a la présence de bactéries
fécales résistantes aux antibiotiques dans les eaux du bassin de la Seine.

Pour cela, des souches d Escherichia coli et d entérocoques intestinaux ont €té isolées
d’ échantillons de riviéres du bassin, et leur résistance a divers antibiotiques a été testée. L’ utilisation
de ces deux groupes de bactéries comme indicateurs de contamination fécale est en effet recommandée
dans diverses directives européennes de qualité des eaux. L’ hypothese faite ici est que la présence de
souches antibiorésistantes de ces organismes témoigne de la probabilité que des pathogénes
antibiorésistants de méme origine soient auss présents. Par ailleurs, différents milieux aquatiques,
dont I’ origine de la contamination fécale est connue ou du moins fortement présumée, ont auss été
échantillonnés afin de déterminer la source principale des bactéries fécales antibiorésistantes trouvées
dans les rivieres: eaux usées domestiques (contamination fécale d'origine humaine), eaux usées
hospitalieres (origine humaine mais provenant d'une population massvement traitée aux
antibiotiques), eaux de surfaces sous I'influence du lessivage de terres agricoles (contamination
provenant d’animaux d'élevage) et enfin ruisseaux forestiers (contamination provenant d’ animatix
sauvages non traités aux antibiotiques).

2. Méhodes

2.1. Echantillonnage

L’ analyse de I’ antibiorésistance d’ E. coli et des entérocoques intestinaux a été réalisée sur des
échantillons d’ eau prélevés entre 2005 et 2007, provenant a la fois de riviéres et de milieux dont
I’ origine de la contamination fécale était connue ou du moins présumeée. Des prélévements répétés ont
été effectués dans les grandes riviéres du bassin de la Seine en amont de |’ agglomération parisienne (la
Seine a Choisy-le-Roi, la Marne a Neuilly-sur-Marne et |’ Oise & Méry-sur-oise) ains que dans la
Seine a Paris. Desrivieres de dimension inférieure ont également été échantillonnées : I’ Orge, I'Y vette
(affluent de I’ Orge), la Prédecelle (riviere du bassin de I’ Orge), et uniquement pour E. coli dont I é&ude
a débuté avant celle des entérocoques intestinaux, I’Essonne, la Blaise (affluent de la Marne) et le
Robec, qui est un affluent de I’ estuaire de Seine fortement contaminé par des eaux usées domestiques
(Garcia-Armisen et al., 2005).
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Par ailleurs, des eaux ont été prélevées en entrée et sortie de différentes stations d’ épuration
(STEPs), ains quen sortie de collecteurs réceptionnant des eaux usées de deux hépitaux
(contamination fécale principalement d origine humaine). Des ruisseaux agricoles dont le bassin
versant était dominé par des zones péturées ont éé échantillonnés en amont de tout rgjet domestique
de maniére a ce que la contamination fécale soit due au ruissellement et au lessivage des sols agricoles
(contamination fécale provenant principalement d'animaux d élevage). Findement des ruisseaux
forestiers ont également été échantillonnés en amont de tout rejet domestique (contamination fécale
provenant principalement d’ animaux sauvages).

Les tableaux 1 et 2 indiquent pour E. coli et entérocoques intestinaux, respectivement, le
nombre d’ échantillons collectés par type de milieu, ains que le nombre de souches testées vis-a-vis
des différents antibiotiques durant cette étude. Certains antibiotiques introduits en cours d’ étude ont
€été testés sur un moins grand nombre de souches que les autres.

Tableau 1 : Nombre d’ échantillons collectés et de souches d' E. coli testées avec les
différents antibiotiques (la correspondance entre le nom des antibiotiques et leur
abréviation est donnée au tableau 3).

AMX, AMC, CF,
CTX, AN, GM, TE,
NA, CIP, ENR, SXT XNL LVX CAZ, NOR, OFX
Milieu Echantillons Souches Echantillons Souches Echantillons Souches Echantillons Souches

Riviere 21 214 18 186 12 118 9 88
Hospitalier 18 235 17 216 13 139 13 139
Domestique 16 179 11 119 6 69 5 57
Agricole 14 159 12 139 9 107 5 70
Forestier 15 142 12 124 10 110 7 80
Tota 84 929 70 784 50 543 39 434

Tableau 2 : Nombre d’ échantillons collectés et de souches d’ entérocoques
intestinaux testées avec les différents antibiotiques (1a liste des antibiotiques
utilisés est donnée au tableau 4 )

Milieu Echantillons  Souches
Riviere 9 148
Hospitalier 6 122
Domestique 6 0
Agricole 8 131
Forestier 10 133
Total 39 624
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2.2. Déermination de |’ antibior ésistance

Les E. coli présents dans les échantillons ont été cultivés sur gélose selective Chromocult
Coliform ou Fluorocult, et les entérocoques intestinaux sur Chromocult Enteroccoci ou
Rapid’ Enterococcus. Pour chaque échantillon, une dizaine au moins des colonies typiques obtenues a
été sdlectionnée aéatoirement et isolée sur la gélose sélective appropriée jusqu’a obtention d'une
souche pure.

Pour chague souche ainsi isolée, un antibiogramme a été réalisé selon la méthode standard de
diffuson en milieu gélosé, en suivant les recommandations du Comité de I’ Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM, 2007). Pratiquement, chague souche est cultivée en
bouillon Mueller-Hinton (milieu nutritif riche non sélectif) a 37 °C jusgu’ a I’ obtention d’ une turbidité
supérieure ou égale au standard McFarland 0,5. Si nécessaire, la turbidité est ramenée précisément a ce
standard par gout de solution saline stérile (NaCl 0,9 %) pour obtenir une densité d environ
10° UFC/m. Cette suspension est alors diluée au 1/100 en solution saline puis elle est utilisée pour
ensemencer par écouvillonnage dans des boites de Petri contenant de la gélose Mudller-Hinton. Des
disques de papier imprégnés d’une charge standard d’un antibiotique a tester sont appliqués sur la
gélose (six disques par boite de Petri de £ 90 mm) au moyen d un distributeur. Les antibiotiques
diffusent hors du disque dans la gélose, créant un gradient de concentration décroissante. Apres 18 a
24 h d'incubation & 36 °C, la zone entourant le disque ou aucune croissance bactérienne n’'est visible
détermine la zone d'inhibition. Son diamétre est mesuré et comparé aux diametres critiques établis par
le CA-SFM pour le couple antibiotique-bactérie considéré. La souche est ainsi classée sensible (S),
intermédiaire (1) ou résistante (R) al’ antibiotique, les souches | éant ensuite incluses dans la catégorie
R.

Les E. coli sont des bactéries a Gram négatif alors que les entérocoques intestinaux sont a
Gram positif, ils ne sont pas sensibles au méme spectre d antibiotiques. La résistance des souches d' E.
coli aains été testée sur 16 antibiotiques, celle des souches d’ entérocoques intestinaux |’ a été sur 10,
dont 3 sont communs avec E. coli (téracycline, |évofloxacine, cotrimoxazole). Les tableaux 3 et 4
présentent la liste de ces antibiotiques pour E. coli et entérocoques intestinaux respectivement, leur
classe et leur domaine d utilisation, ains que la charge des disques utilisés.

2.3. Détermination del’ antibior ésistance par étalement sur gélose sélective
additionnée d’amoxicilline

Paralldlement aux antibiogrammes standards et sur certains échantillons, la résistance d’ E. coli
al’amoxicilline a éé testée par une méthode aternative. Divers volumes de |’ échantillon & analyser
sont déposés sur gélose sélective Chromocult Coliform contenant 4 mg/ml d’ amoxicilline ains que sur
Chromocult Coliform non modifié. A la concentration de 4mg/l, qui correspond & la concentration
critique basse de I’amoxicilline selon le CA-SFM (CA-SFM, 2007), une souche d' E. coli dont la
croissance est inhibée est classée sensible. Apres 24 h d'incubation & 37 °C, les colonies typiques d' E.
coli sont dénombrées sur les deux géloses, et le rapport entre le nombre obtenu sur Chromocult
Coliform + amoxicilline et celui obtenu sur Chromocult Coliform détermine le taux de résistance d' E.
coli al’amoxicilline pour I’ échantillon analysé.
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Tableau 3 : Liste des antibiotiques testés sur E. coli, charge des disgues, classification et domaine d’ utilisation.
Antibiotique A_br_(-} Chgrge du Classe Domaine d’ utilisation
viation disgue

Amoxicilline AMX 25ug -lactames (famille des pénicillines) Hospitalier, domestique et vétérinaire
Amoxicilline/acide clavulanique AMC 20/10 g R-lactames (famille des pénicillines et des clavames) Hospitalier, domestique et vétérinaire
Céfalotine CF 30 g 3-lactames (famille des céphal osporines 1‘?’6 génération) Hospitalier et vétérinaire
Céfotaxime CTX 30 g R-lactames (famille des céphal osporines 3™ génération)  Hospitalier
Ceftazidime CAZ 30ug R-lactames (famille des céphal osporines 3™ génération) ~ Hospitalier
Ceftiotur XNL 30 ug R-lactames (famille des céphal osporines 2°™ génération)  Vétérinaire
Amikacine AN 30 ug Aminosides Hospitalier
Gentamicine GM 15ug (10UI)  Aminosides Surtout vétérinaire
Tétracycline TE 30 UI Tétracyclines Hospitalier, domestique et vétérinaire
Acide nalidixique NA 30 ug Quinolones Hospitalier et domestique
Ciprofloxacine CIP 5 ug Fluoroquinolones Hospitalier et domestique
Enrofloxacine ENR 5ug Fluoroquinolones Vétérinaire
L évofloxacine LVX 5ug Fluoroquinolones Hospitalier et domestique
Norfloxacine NOR 5ug Fluoroquinolones Hospitalier et domestique
Ofloxacine OFX 5ug Fluoroquinolones Hospitalier et domestique
Triméthoprime/sulfaméthoxazole

(Cotrimoxazole) SXT 1,25/23,75 ug  Sulfamides/diaminopyridine Hospitalier, domestique et vétérinaire

Tableau 4 : Liste des antibiotiques testés sur entérocoques intestinaux, charge des disgues, classification et domaine d’ utilisation.

Antibiotique \'/Aigtrign CZ?;SS:“ Classe Domaine d’ utilisation
Ampicilline AM 10 ug [-lactames (famille des pénicillines) Hospitalier, domestique et vétérinaire
Gentamicine GEN 500 pug Aminosides Surtout vétérinaire
Tétracycline TE 30 Ul Tétracyclines Hospitalier, domestique et vétérinaire
Lévofloxacine LVX 5 ug Fluoroquinolones Hospitalier et domestique
Triméthoprime/sulfaméthoxazole

(Cotrimoxazole) SXT 1,25/23,75 ug  Sulfamides/diaminopyridine Hospitalier, domestique et vétérinaire
Chloramphénicol C 30 ug Phénicolés Interdit en médecine vétérinaire
Erythromycine E 15Ul Macrolides Hospitalier, domestique et vétérinaire
Linézolide LzD 30 g Oxazolidinones Hospitalier
Teicoplanine TEC 30 g Glycopeptides Hospitalier
Vancomycine VA 30 g Glycopeptides Hospitalier
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3. Résultats

3.1. Comparaison entrel’antibiogramme standard et la méthode sur gélose
sdlective additionnée d’amoxicilline

Au cours de cette étude, nous avons testé une méthode simplifiée pour mesurer dans un
échantillon d’'eau le taux de résistance des E. coli a un antibiotique donné. Dans cette méthode,
I’échantillon est éalé sur deux géloses sdlectives Chromocult Coliform, spécifique d' E. coali, I'une
d elle contient en plus I’ antibiotique a sa concentration critique basse (cf. Méthodes). La proportion
d E. coli ne poussant que sur la gélose non modifiée donne une estimation du taux de résistance dans
I’échantillon. L’ antibiotique testé, I’amoxicilline (AMX), a éé sélectionné pour le taux élevé de
résistance qu’il rencontre dans les divers milieux. Dix échantillons, provenant d’ eau de rivieres (3), de
rejets hospitaiers (3), de rejets domestiques (2) et de ruisseaux agricoles (2), ont été analysés par cette
méthode. Paralléement, une dizaine de souches par échantillon a été isolée, et leur résistance a
I’amoxicilline a été testée par la méhode de I’ antibiogramme standard. La figure 1 présente les taux de
résistance obtenus par chague méthode pour les 10 échantillons.
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Figurel: Relation entre les taux de résistance a I’ amoxicilline obtenus par la
méthode de I’ antibiogramme standard (environ 10 souches anal ysées par
échantillon) et par la méthode d’ étalement.

Une régression linéaire entre les deux mesures donne une pente proche de 1 (0,87) et un
coefficient de détermination (R?) de 0,61, ce qui montre une tendance a I’ équivalence mais avec une
grande variabilité autour de la valeur a estimer.

Il existe plusieurs explications aux différences de taux de résistance obtenus par les deux
méthodes. Tout d’ abord, dans la méthode d éalement le calcul du taux de résistance repose sur le
quotient de deux dénombrements. Chacun d’ eux est affecté d’ une erreur de |’ ordre de 20 % autour de
lavaleur estimée. La méthode de I’ antibiogramme standard, quant a elle, nécessite de travailler sur des
souches préalablement isolées. La quantité de travail exigée limite le nombre de souches pouvant étre
analysées par échantillon. Ici, la dizaine de souches isolée par échantillon n'est que faiblement
représentative de la population que I’ on cherche a analyser. Chaque méthode peut donc conduire a une
sur- ou sous-estimation, ce qui explique la dispersion des valeurs autour de la droite d’ équivalence.

Puisque les deux méthodes sont entachées d’imprécision, la méthode alternative par étalement
direct possede I’ avantage de la rapidité lorsqu’il s agit de tester la résistance a un antibiotique unique.
Lorsqu’on veut multiplier le nombre d’ antibiotiques a tester, il faut également multiplier le nombre de
géloses additionnées d’ antibiotique ainsi que le nombre d’ é&talement, ce qui devient vite fastidieux. La
méthode de I’ antibiogramme standard pour évaluer I’ antibiorésistance a plusieurs antibiotiques reste
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donc préférable a celle de I’ @alement. C'est des lors celle qui a été utilisée dans cette étude pour
analyser |"antibiorésistance d E. coli et des entérocoques intestinaux dans les eaux du bassin de la
Seine.

3.2. Antibiorésistance d’ E. coli
3.2.1 Antibiorésistance globale

Durant cette éude, un total de 929 souches d’ E. coli ont été isolées a partir de 84 échantillons
d eau. Larésistance de chacune d' elle a été testée vis-a-vis de 11 a 16 antibiotiques. La majorité de ces
souches (60,9 %) éait sensible atous les antibiotiques ; 39,1 % étaient ains résistantes a au Moins un
antibiotique. La figure 2 présente |le pourcentage de souches résistantes (taux de résistance) a chacun
des antibiotiques testés, tous échantillons confondus.
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Figure 2 : Taux derésistance d'E. coli aux antibiotiques testés, tous échantillons
confondus

On observe que les taux de résistance varient nettement d’ un antibiotique a |’ autre.

L’ amoxicilline (AMX) est I’ antibiotique qui présente le plus haut taux de résistance : presque
un tiers des souches éudiées y sont résistantes. Cet antibiotique est utilisé auss bien en médecine
humaine que vétérinaire, et ce, sans limite d’ usage (il appartient a la troisiéme famille d antibiotiques
la plus prescrite en pratique ambulatoire) ce qui peut expliquer la présence de nombreuses souches
résistantes a son égard. Le taux de résistance a |’ association amoxicilline/acide clavulanique (AMC)
est plus bas que celui pour I'amoxicilline (15,9 %), ce qui est cohérent avec I'effet de I'acide
clavulanique. C'est un inhibiteur de [3-lactamases, il est utilisé en association avec les 3-lactames telles
I’amoxicilline pour contrer les résistances dus a la présence de [lactamases. Notons également qu’a
chague fois que la souche est résistante a |’ association amoxicilline/acide clavulanique, une résistance
logique a1’ amoxicilline est observee.

Les céphalosporines étudiées possedent différents taux de résistance. La céfdotine (CF)
présente le taux le plus élevé, a savoir 15,0 %. Des taux de résistance du méme ordre de grandeur
(22,7% et 22,5%) ont été rapportés, respectivement, dans une éude réalisée par Sayah et al. (2005)
sur des souches issues de rejets fécaux d’ animaux domestiques et sauvages, de STEPs municipales et
d eaux de surface et par Reinthaler et al. (2003) sur des souches issues de STEPs traitant alafois des
rejets domestiques et hospitaliers. Le ceftiotur (XNL), la céfotaxime (CTX) et la ceftazidime (CAZ)
ont présenté des taux de résistance semblables et faibles lors de notre éude, de I’ ordre de 2 %. Le taux
élevé de résistance observé pour la céfalotine s explique par le fait que cet antibiotique appartient aux
céphalosporines de lére génération. Celes-ci sont moins résistantes aux [-lactamases que les
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céphal osporines de 2™ génération (dont fait partie le ceftiotur) et de 3&me génération (dont font partie
la céfotaxime et 1a ceftazidime).

Les taux de résistance obtenus pour les antibiotiques appartenant a la classe des aminosides,
C’ est-a-dire I’amikacine (AN) et la gentamicine (GM), sont relativement faibles (respectivement 0,6 %
et 4,7%). L'explication possible de ces faibles taux est leur faible consommation, éant donné
I’ existence de molécules moins toxiques et plus efficaces. La présence d’un taux de résistance plus
élevé envers la gentamicine (aminoside naturel) est normal : I’amikacine est une molécule semi-
synthétique spécialement congue pour contrer le phénomeéne de résistance des bactéries vis-a-vis des
aminosides naturels.

Une grande proportion des souches étudiées a montré une résistance a la tétracycline (TE)
(25,3 %). Des taux semblables de résistance ont été rapportés dans différentes études citées ci-dessus :
27,3% par Sayah et al. (2004) et 24 % par Reinthaler et al. (2003). Ces taux éevés résultent de
I’emploi excessif de cet antibiotique tant en médecine humaine que vétérinaire depuis des dizaines
d années.

S I'on regarde les quinolones dans leur ensemble, on constate que les souches résistent de
maniére décroissante a I’acide ndlidixique (NA) (14,3 %), a I’ofloxacine (OFX) (9,9 %), a la
norfloxacine (NOR) (8,3 %), a I'enrofloxacine (ENR) et la ciprofloxacine (CIP) (7,6% et 7,3 %,
respectivement) et finalement a la |évofloxacine (LVX) (6,4 %). L’ acide nalidixique appartient a la
famille des quinolones tandis que les autres molécul es appartiennent a la famille des fluoroquinolones,
famille plus récente et ayant un spectre d’ action plus large. | est donc normal de constater un taux de
résistance plus éevé al’ acide nalidixique que pour les autres molécules. La lévofloxacine présente le
taux de résistance le plus faible. Son utilisation est plus récente que celle des autres molécules.
Comme la consommation des fluoroquinolones a considérablement augmenté ces dernieres années,
une augmentation de leur taux de résistance est donc a attendre dans les années a venir.

Le cotrimoxazole (SXT) fait partie des antibiotiques testés présentant un taux de résistance
relativement élevé (20,1 %). Il est généralement utilisé lors d'infections urinaires. Suite a la présence
accrue de souches résistantes a cet antibiotique, il est progressvement remplacé par les
fluorogquinolones (Karaca et al., 2005).

3.2.2 Antibiorésistance selon le type de milieu

Aprés avoir considéré I'antibiorésistance des souches dans leur ensemble, les taux de
résistance ont été analysés en groupant les souches par type de milieu. La figure 3 présente le
pourcentage de résistance aux antibiotiques des souches isolées des eaux de riviéres d’ une part, et des
diverses sources de contamination fécal e éudiées d’ autre part.



Programme PIREN-Seine : Bactéries fécal es antibiorésistantes en Seine

70%

U Riviere

B Hospitalier
O Domestique
O Agricole

O Forestier

60% -

50% -+

40%

30% -

Taux de résistance

20%

10% -

SO T P | L L

AMX AMC CF CTX CAZ XNL AN GM TE NA CIP ENR LVX NOR OFX SXT

Type d'antibiotique

Figure 3: Taux de résistance d E. coli selon le type de milieu.

Les taux de résistance sont clairement différents d’ un type de milieu échantillonné a un autre.
Les différents types de milieu peuvent étre classés sur base de leur taux de résistance décroissant : eau
usée hospitaliére, domestique, riviére, ruisseau en zone agricole et finalement ruisseau forestier. Ceci
est en accord avec les résultats d’ une étude réalisée par Parveen et al. (1997) qui mettait en évidence
une plus grande proportion de souches résistantes a au moins un antibiotique au niveau des STEPs
municipales qu’ au niveau des eaux de surface. Nos résultats sont également en accord avec Reinthaler
et al. (2003). Ceux-ci ont démontré que les STEPs traitant a la fois des rejets hospitaliers et
domestiques semblaient contenir des souches d’ E. coli ayant un taux de résistance plus éeveé que les
E. coli isolées de STEPs traitant uniqguement des rejets domestiques. Les taux élevés de souches
résistantes au niveau des rejets hospitaliers ne sont pas étonnants étant donnée I’ intense utilisation des
agents antimicrobiens au sein des hdpitaux.

Il est a noter que tous les antibiotiques testés rencontrent une résistance parmi les souches
isolées des rejets hospitaliers et domestiques. A I’ exception de la |évofloxacine et de I’ amikacine, ce
résultat se retrouve dans les échantillons de rivieres. Ce n'est par contre pas le cas des ruisseaux
agricoles (6 résistances décelées sur 16 antibiotiques testés) et forestiers (5 sur 16). Par ailleurs, les
taux de résistance observés dans les rivieres sont approximativement du méme niveau que ceux des
rejets domestiques, et nettement supérieurs a ceux des ruisseaux agricoles et forestiers. L’ ensemble de
ces observations tend a indiquer que les E. coli antibiorésistantes présentes dans les rivieres
proviennent majoritairement des rejets d’ eaux usées domestiques et hospitalieres.

Les antibiotiques pour lesquels une résistance est décelée en ruisseaux agricoles sont tous
utilisés en médecine véérinaire. Ce résultat est compatible avec I'origine présumée de la
contamination fécale dans ces ruisseaux, a savoir les animaux d' éevage. Par ailleurs, les souches
isolées des ruisseaux forestiers présentent des taux de résistances nuls ou proches de zéro, comme on
peut I'attendre de bactéries fécaes provenant d’animaux sSauvages non traités aux antibiotiques.
Néanmoins quel ques résistances ont été observées (jusqu’a 1,4 % des souches pour I'amoxicilline et l1a
céfaotine). Une premiere explication est que ces ruisseaux forestiers ne sont pas completement a
I abris d’ une contamination fécale d’ une autre origine. Une autre possibilité est que ces taux non nuls
révelent I’ existence d’'un niveau basal de résistance parmi les populations d’ E. coli non soumises ala
pression de sélection des antibiotiques. Ces résistances pourraient par exemple résulter de mutations
spontanées.
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S I'on Sintéresse aux milieux autres que les ruisseaux forestiers, on observe que les
résistances a I’amoxicilline (AMX), I"amoxicilline/acide clavulanique (AMC), la céfaotine (CF), la
tétracycline (TE), I'acide nalidixique (NA) et le cotrimoxazole (SXT) y sont systématiquement
présentes. A |’exception de I’acide nalidixique, tus ces antibiotiques sont en effet utilisés tant en
médecine humaine que vé&térinaire. L’ acide nalidixique a été retiré de la vente en médecine vétérinaire.
Malgré cela, quelques souches résistantes ont été trouvées dans les ruisseaux a influence agricole, ce
qui pourrait traduire la persistance des phénomenes d’ antibiorésistance.

Des résistances a la céfotaxime (CTX) ont principalement été recensées a partir de souches
issues de rejets hospitaliers (3,4 %), en accord avec son usage principal en milieu hospitaier. Bien que
le ceftiotur (XNL) et I'enrofloxacine (ENR) soient strictement utilisés en médecine vétérinaire, des
souches résistantes envers ces deux antibiotiques ont été retrouvées dans des échantillons de rejets
hospitaliers, ou une contamination fécale d origine animale est peu probable. Les taux de résistance du
ceftiotur sont du méme ordre que les taux obtenus envers la céfotaxime. Les souches résistantes aux
céphalosporines de 3™ génération (céfotaxime) sont pour la plupart résistantes aux céphal osporines
de 2™ génération (ceftiotur). De méme, les taux de résistance de I’ enrofloxacine sont du méme ordre
gue les taux de résistance vis-a-vis de la ciprofloxacine qui est également une fluoroguinolone.
L’amikacine (AN) est un antibiotique a usage strictement hospitalier. Le taux de résistance des
souches présentes au niveau de rejets hospitaliers est néanmoins tres faible (1,7 %). Ceci ne contredit
pas les résultats obtenus par Reinthaler et al. (2003), a savoir un taux de résistance nul envers cet
antibiotique au niveau d’'une STEP traitant a la fois des eaux usées hospitalieres et domestiques. Des
résistances envers la gentamicine (GM) ont principalement été retrouvées au niveau des regjets
hospitaliers (16,2 %) ; ceci est vrai également pour la ciprofloxacine (CIP) (23,8 %).

3.2.3 Multirésistance

Notre travail a égaement permis d' éudier le phénoméne de multirésistance. Une souche
multirésistante est une souche qui présente une résistance a au moins deux antibiotiques. Sur les 929
souches d' E. coli étudiées au total, 39,1 % étaient résistantes a au moins un des antibiotiques testés et
32,5 % éaient multirésistantes. Ceci signifie que seules 6,6 % des souches éaient résistantes a un
antibiotique unique. 11 semble donc que, lorsgu’ une bactérie est résistante a un antibiotique, elle soit la
plupart du temps résistante a un autre antibiotique et donc multirésistante. Une étude, réalisée par
Parveen et al. (1997) sur 765 souches issues d'eaux de surface, de STEPs municipales et
d échantillons fécaux d’ origine humaine et animaliere, a mis en évidence un taux encore plus alarmant
de souches résistantes a au moins un antibiotique, a savoir 82 %.

L’ étude de la multirésistance a également été réalisée en fonction du milieu d' origine des
souches. Les pourcentages suivants ont été calculés : pourcentage de souches résistantes a au moins un
antibiotique, a au moins deux antibiotiques et a au moins cing antibiotiques (Figure 4).



Programme PIREN-Seine : Bactéries fécal es antibiorésistantes en Seine

80.0% O Riviere

20.0% @ Hospitalier

£0.0% @ Domestique
O Agricole

50.0% O Forestier

40.0% +

30.0%

20.0% ——

10.0% 1

0.0% =1 1 .
Résistance a au Résistance a au Résistance a au

moins 1 antibiotique moins 2 antibiotiques moins 5 antibiotiques

Figure 4 : Pourcentages des souches d'E. coli résistantesa au noins 1, 2 et 5
antibiotiques dans les différents milieux éudiés.

Le type de milieu présentant le plus de souches résistantes a au moins un antibiotique est, sans
surprise, les eaux usees des regjets hospitaliers, suivies par les eaux usées domestiques et lesrivieres,
ensuite par les ruisseaux en zones agricoles et finalement les ruisseaux forestiers.

L es pourcentages de souches résistantes a au moins deux et a au moins cing antibiotiques sont
également les plus élevés dans les rgjets hospitaliers (65,1 % et 34,9 %). Lesrivieres et les eaux usées
domestiques contiennent également un nombre important de souches résistantes a au moins deux
antibiotiques (35,0 % et 33,5% respectivement) mais un nombre plus faible de souches résistantes a au
moins cing antibiotiques (1,9 % et 8,4 % respectivement). Chitnis et al. (2004) avaient également mis
en évidence un taux plus important de souches multirésistantes au niveau des effluents hospitaiers
gu’ au niveau des eaux usées domestiques.

Les ruisseaux a influence agricole présentent également des bactéries résistantes a au moins
deux antibiotiques mais a un taux plus faible (7,5 %) et aucune bactérie résistante a au moins cing
antibiotiques. Les souches issues de ruisseaux forestiers ne présentent que de trés faibles taux de
résistance a au moins un antibiotique et a au moins deux antibiotiques. Parmi les souches testées,
aucune n'’ est résistante a au moins cing antibiotiques.

3.3. Antibior ésistance des entér ocoques intestinaux

3.3.1 Antibiorésistance globale

Au total, 624 souches d’ entérocoques intestinaux, isolées de 39 échantillons d'eau, ont é&é
testées vis-a-vis de 10 antibiotiques. Seul un petit tiers d’ entre elles (30,8 %) S est montré sensible a
tous les antibiotiques. Un taux de sensibilité proche (21,9%) a été obtenu pour les entérocoques au
niveau de STEPs municipaes traitant également des rejets hospitaliers (da Costa et al., 2006). La
figure 5 présente le pourcentage de souches résistantes (taux de résistance) a chacun des antibiotiques
testés, tous échantillons confondus.

10



Programme PIREN-Seine : Bactéries fécal es antibiorésistantes en Seine

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15% —
10%
5%

0% { R | | N o |

AM GEN TE LVX SXT C E LZzD TEC VA
Type d'antibiotique

Taux de résistance

Figure5 : Taux de résistance des entérocoques intestinaux aux antibiotiques
testés, tous échantillons confondus

Le cotrimoxazole (SXT) est I'antibiotique qui présente le taux de résistance le plus élevé :
47,3 % des souches y sont résistantes. Selon la Banque de Données Automatisée sur les M édicaments
(BIAM), les entérocoques sont généralement résistants a cet antibiotique. Différentes études ont
rapporté des taux forts variables de résistance au cotrimoxazole : 12,8 % lors d’ une étude réalisée sur
des souches issues de biofilms (Schwartz et al., 2003), 15,1 % parmi des souches issues d'infections
humaines et animales (Busani et al., 2004), 61,5 % parmi des souches issues d’infections humaines
(Abbass et al., 2004) et 71 % parmi des souches issues de produits laitiers et d’infections humaines et
animales (Lopes et al., 2005).

Le taux de résistance obtenu pour I’ érythromycine (E), appartenant a la classe des macrolides,
est également élevé (36,7 %). L’ augmentation de sa consommation en milieu hospitalier (BAPCOC,
2004) ains que la corrélation entre I' utilisation de la tylosine (un macrolide) comme promoteur de
croissance dans le secteur de I'élevage et la sélection des souches d' entérocoques résistantes a cet
antibiotique (van den Bogaard et al., 2000) peuvent expliquer ce taux de résistance élevé. Depuis
1999, I'utilisation de la tylosine est néanmoins interdite en Europe. Poeta et al. (2006) ont mis en
évidence un taux de résistance semblable au nétre (31,5 %) sur des échantillons fécaux prélevés sur
des humains en bonne santé. Une autre étude portant sur des souches issues d'infections humaines a
rapporté un taux de résistance de 88 % envers |’ érythromycine (Abbass et al., 2004).

Latéracycline (TE) présente le troisiéme taux de résistance le plus éeve (22,0 %). Des taux
semblables ont été rapportés par Poetaet al. (2006) sur les méme échantillons cités dans le paragraphe
précédent et par da Costa et al. (2006) sur des échantillons de STEPs municipaes, a savoir 26 % et
34,6 % respectivement. D’ autres études sur des souches isolées d'infections, réalisées par Abbass et
al. (2004) et Busani et al. (2004), ont mis en évidence des taux de résistance plus élevés, 79 % et 85 %
respectivement. Ces taux ne sont pas étonnants vu |’emploi excessif de cet antibiotique depuis des
dizaines d’ années tant en médecine humaine que vétérinaire.

La lévofloxacine (LVX) présente un taux de résistance plus faible (14,6 %) mais néanmoins
assez important pour un antibiotique récemment introduit sur le marché. La consommation des
fluoroquinolones (dont fait partie la |évofloxacine) a considérablement augmenté ces derniéres années
(BAPCOC, 2004), pouvant provoquer |’ émergence de résistance vis-a-vis de ces antibiotiques.

Une faible proportion des souches étudiées a montré une résistance a |I’ampicilline (AM) (8,3
%). L'EARSS (2004) a rapporté un taux de résistance encore plus bas (2 %) envers les
aminopénicillines (dont fait partie I’ampicilline) chez des souches d’ Enterococcus spp. issues de cas
cliniques divers. da Costa et al. (2006) ont également mis en évidence un faible taux (3,3 %) sur des
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échantillons issus de STEPs municipales. Un taux nettement plus élevé (26 %) a été mesuré sur des
échantillons divers prélevés sur des patients (Kagmaz et al., 2005).

L’ utilisation du chloramphénicol (C) a éé interdite en 1994 en médecine vétérinaire et son
emploi en médecine humaine est restreint. Malgre cela, le taux de résistance obtenu dans cette étude
est de 4,2 %. Des résultats relativement semblables ont &é rapportés par da Costa et al. (2006), par
Lopes et al. (2005) et par Poeta et al. (2006) dans les études déja mentionnées précédemment (3,5 %,
11 % et 5 % respectivement).

Le linézolide (LZD) présente un taux de résistance tres faible (2,9 %). Cet antibiotique n’est
en effet utilisé qu’ en milieu hospitalier et de maniére restreinte.

Les souches d’ entérocoques intestinaux étudiées présentent un trés faible taux de résistance
envers la gentamicine a concentration élevée (GEN). Seul 1,1 % des souches éudiées possede une
enzyme inactivant I’ antibiotique ou une mutation les rendant résistantes a cet antibiotique a haute
concentration. L’ explication possible de ce faible taux est la faible consommation de la gentamicine,
due a I’existence d autres molécules sur le marché moins toxiques et plus efficaces. Des études,
réalisées par da Costa et al. (2006) et par Lopes et al. (2003) et déja citées ci-dessus, ont rapporté des
taux de résistance semblables, a savoir 2,4 % et 0 % respectivement. Vandamme et al. (1996) ont mis
en évidence un taux légérement plus élevé (8,7 %) de souches résistantes issues d échantillons
prélevés sur des infections humaines.

Latotalité des souches s est révélée sensible ala vancomycine (VA) et lateicoplanine (TEC).
Des résultats semblables ont été rapportés dans le rapport annuel EARSS (2004), dans lequdl il est
mentionné que moins d' 1 % des souches analysées sont résistantes a la vancomycine. D’ autres études
européennes ont mis en évidence des taux de résistance semblables a ces deux antibiotiques (Poeta et
al., 2006 ; Kagmaz et al., 2005 ; Abbass et al., 2004 et Vandamme et al., 1996). Des taux de
résistance beaucoup plus élevés ont été rapportés aux Etats-Unis (Vandamme et al., 1996) suite a
I’utilisation non restreinte de ces antibiotiques en milieu hospitalier. Il existerait également un lien
entre |' utilisation de I'avoparcine (appartenant également a la classe des glycopeptides) comme
promoteur de croissance dans les activites d'éevage et la séection des souches résistantes aux
glycopeptides. Suite a cela, I’ utilisation de I’ avoparcine en Europe a été interdite en 1997 et le taux de
souches d’ Enterococcus spp. résistantes aux glycopeptides a diminué (van den Bogaard et al., 2000).

3.3.2 Antibiorésistance selon le type de milieu

Aprées avoir considéré |’ antibiorésistance des souches d'entérocoques intestinaux dans leur
ensemble, les taux de résistance ont été analysés en groupant les souches par type de milieu. Lafigure
6 présente le pourcentage de résistance aux antibiotiques des souches isolées des eaux de rivieres
d une part, et des diverses sources de contamination fécale étudiées d’ autre part.
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Figure 6 : Taux de résistance des entérocoques intestinaux selon le type de milieu.

Contrairement & E. coli, I'influence de |’ origine fécale des souches sur le taux de résistance est
différente selon les antibiotiques. Seules la tétracycline (TE) et I’ampicilline (AM) ont un profil de
résistance semblable a celui observé pour E. coli : le taux de résistance des souches isolées de rgets
hospitaliers est de deux a trois fois supérieur a celui des souches isolées de rgjets domestiques, [ui-
méme comparable ou légérement supérieur au taux mesuré en riviere, les souches agricoles ou
forestieres présentant une résistance tres faible a nulle. Cette tendance se retrouve avec
I’ érythromycine (E), le chloramphénicol (C) et la gentamicine a dosage élevé (GEN), mais le taux de
résistance des souches hospitalieres s écarte moins de ceux des souches de rivieres et de rejets
domestiques. La lévofloxacine (LVX), le linézolide (LZD) et particulierement le cotrimoxazole (SXT)
présentent méme des taux de résistance dans les regjets hospitaliers semblables a inférieurs a ceux
obtenus en rivieres et en rgets domestiques. Ce résultat ne s explique pas dans les faits par une
moindre utilisation de ces antibiotiques en milieu hospitalier. D’ailleurs les souches d' E. coli isolées
des mémes échantillons montrent des taux de résistance a la lévofloxacine et au cotrimoxazole
maximaux dans les rgjets hospitaliers. Par contreil est intéressant de noter que les taux de résistance a
ces antibiotiques sont également élevés parmi les souches agricoles et forestiéres. Or la trés faible
antibiorésistance d'E. coli dans ces échantillons a confirmé I’ origine essentiellement animale (voire
méme sauvage pour les échantillons forestiers) de la contamination fécale. Ces taux de résistances
éleves pourraient donc révéler I’ existence d’ une résistance naturellement présente dans les populations
d entérocoques intestinaux, et qui serait pour une part indépendante d’ une sélection par I’ usage de ces
antibiotiques.

3.3.3 Multirésistance

Sur un total de 624 souches d' entérocoques intestinaux analysées durant cette étude, 30,8 %
étaient sensibles a tous les antibiotiques testés, 33,3 % étaient résistantes a un seul antibiotique, et 35,9
% étalent multirésistantes (résistantes a au moins deux antibiotiques). Des résultats semblables ont été
rapportés par da Costa et al. (2006) dans une étude rédisée sur des souches issues de STEPs
municipales. Le choix des antibiotiques a tester influence fortement ces résultats tout comme I’ origine
des souches et la proportion des différents types d échantillons analysés. Par exemple, s le
cotrimoxazole N’ avait pas été testé lors de notre étude, 51,4 % des souches seraient sensibles atous les
antibiotiques testés, 26,8% seraient résistantes a un seul antibiotique e 21,8 % seraient
multirésistantes.

L’ étude de la multirésistance a également éte réalisée en séparant les échantillons par type de
milieu. Les pourcentages suivants ont été calculés : pourcentage de souches résistantes a au moins un
antibiotique, @ au moins deux antibiotiques et a au moins cing antibiotiques (figure 7).
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Figure7 : Pourcentages des souches d' entérocoques intestinaux résistantes a au
moins 1, 2 et 5 antibiotiques dans | es différents milieux étudiés.

Cette anayse montre les mémes tendances que pour E. coli, mais nettement moins accentuées.
D’une part les pourcentages obtenus avec les souches hospitaliéres sont supérieurs aux rivieres et
rejets domestiques, mais pas d' un facteur 2 comme observé avec E. coli. D’autre part, le taux de
résistance a un seul antibiotique (différence entre les taux de résistances aau moins 1 et a au moins 2
antibiotiques) est assez élevé pour les souches des ruisseaux agricoles et forestiers. Ce résultat est trés
intéressant car il montre que s la résistance a un antibiotique peut se rencontrer assez fréquemment
dans le milieu naturel, la multirésistance, elle, se retrouve essentiellement dans les milieux fortement
influencés par la consommation humaine d antibiotiques. En particulier, les riviéres présentent un
profil d’antibiorésistance trés similaire a celui des eaux usées domestiques et hospitaliéres. Ces regjets
sont donc la source principale des bactéries antibiorésistantes que I’ on retrouve dans les rivieres du
bassin dela Seine.

4. Conclusions

L’ éude de la résistance de souches d’ Escherichia coli et d entérocoques intestinaux aux
antibiotiques dans les rivieres a confirmé le fait que I’ utilisation d’ antibiotiques tant en médecine
humaine qu’ en médecine vétérinaire provoque I’ émergence puis la dissémination de bactéries fécales
antibiorésistantes. La présence dans les rivieres de souches antibiorésistantes de ces deux indicateurs
fécaux montre que d autres bactéries d origine fécale antibiorésistantes, possiblement pathogenes, y
sont potentiellement présentes. Un risque sanitaire est donc présent étant donné que les possibilités de
traitement des infections causées par ces microorganismes s en trouvent amoindries.

L’ étude de I’ antibiorésistance a montré que les quatre types de milieux caractérisés par des
origines différentes des bactéries fécales peuvent étre classés par taux de résistance décroissant : eaux
usées hospitaliéres, eaux usées domestiques, rejets agricoles et enfin ruisseaux forestiers. A ce sujet,
les échantillons de riviére montrent en moyenne des niveaux similaires aux rejets domestiques, malgré
des variations notables des taux de résistance d'un échantillon a I’ autre. Les antibiotiques auxquelles
les souches issues de ces milieux résistent sont aussi trés variables selon les milieux. L’ analyse des
souches, tous échantillons confondus, a permis de faire le lien entre consommation d’ antibiotiques et
taux de résistances. Bon nombre de souches multirésistantes ont également été recensées dans les
divers milieux étudiés.

Cette étude préliminaire a mis en évidence la présence dans les rivieres du bassin de la Seine
de bactéries fécales résistantes aux antibiotiques ce qui peut poser un probléme sanitaire sérieux quand

14



Programme PIREN-Seine : Bactéries fécal es antibiorésistantes en Seine

il sSagit de bactéries pathogenes. 1l s agit donc clairement d’ une problématique émergeante a prendre
en compte al’ avenir dans les travaux du PIREN.
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