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> Capacités d’élimination des STEP sur les bactéries indicatrices de contamination fécale
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Oliveira et al. Environ Sci Pollut Res (2016) 23:14671-14675
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» Capacités d’élimination des STEP sur les bactéries indicatrices de contamination fécale

=variables
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> Peu de données sur le rdle des ZRV dans la diminution des contaminations bactériennes

» Tres peu d’études sur le devenir des bactéries résistantes aux antibiotiques

Oliveira et al. Environ Sci Pollut Res (2016) 23:14671-14675

https://www.huffingtonpost.fr/2018/05/14



Les bactéries font de la résistance

« De nouvelles données révélent I'existence de niveaux élevés de résistance aux antibiotiques dans le monde »

Organisation . s . ’ . dMme il & .
mondiale de la santé E. coli résistantes aux Céphalosporines de 3™¢ génération
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Les bactéries
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ReS|stance dlssemmatlon via I’enwronnement

antibiotiques médecine

humaine
’45' — > liens génétiques entre les microbiotes des réservoirs
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Potentiel de communication entre les microbiotes concernés par |'utilisation d’atbs

D’apres Cantas et al. 2013 Front. Microbiol.



' Résistance : dissémination via I’'environnement

antibiotiques médecine
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' Résistance : dissémination via I’'environnement
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Répartition en % de la consommation d’atbs en ville mesurée en nombre de Doses Définies
Journalieres pour 1000 habitants par jour. Données 2016

1,5 % " .
- @ Tétracyclines

® béta-lactamines, pénicillines: 65 % de la consommation d’atbs en ville
@ Rutres bétalactamines et 59 % a I’hopital

@ Sulfamides et triméthoprime

@ Macrolides

@ Aminosides

@ Quinolones
@ Associations et autres antibactériens  E. coli procuctrices de béta-lactamase a spectre étendu

(E. coli BLSE)

5%

6,4 %
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obfectif B

Objectifs de I'étude

* Evaluer I'impact d’une ZRV sur la qualité bactériologique d’un effluent de station
d’épuration

* Localiser les zones de la ZRV conduisant a un abattement significatif des teneurs en
bactéries d’origine fécale

* Focus : Escherichia coli

= E. coli productrices de béta-lactamases a spectre étendu (E. coli BLSE)

10



I@ Effluent STEP

15 000 EH

€=--
Microphytes

Microphytes
€=--

4
D:0.7m
\ V
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Dénombrement de E. coli et des E. coli BLSE

. - : Milieu TBX
Eaux Depots Racines avec 4 mg/L
| LT Milieu TBX  cefotaxime
Filtration sur
membrane
Décrochage des bactéries par / \ /
voxtex + poudre de verre

sédiment dilué ou l \ 4 \ /

' 4 r // \ - /
non étalé sur

milieu TBX Etalement de la solution E. coli E. coli BLSE
sur milieu TBX

- — - P

Membrane placée
sur milieu TBX
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Dénombrement de E. coli et des E. coli BLSE

Eaux

Filtration sur
membrane

Membrane placée
sur milieu TBX

L

Dépots Racines
végétaux

Décrochage des bactéries par
voxtex + poudre de verre

sédiment dilué ou l
non étalé sur
milieu TBX Etalement de la solution

sur milieu TBX

Incubation a 44°C, 24h

Milieu TBX

avec 4 mg/L
Milieu TBX  cefotaxime

E. coli E. coli BLSE

Résultats exprimés en
UFC /100 mL ou
UFC/g
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Prélevements d’eau
Bassin 2

B R oo Bassin 1 ,@ Effluent STEP

€==

Microphytes Microphytes _-55:::.-

. SR - AT / < L

. |

égétaux planté:~_: Y SRR e = D:0.2m

B RN B Sl Macrophytes

9 points de prélevements

- 1 = effluent de sortie de la STEP
-6 = ZRV

- 2 = milieu récepteur

16 collectes d’eau par point de la ZRV 14
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Efficacité de la ZRV s 0

de janvier a avril 2015 et décembre 2015

UFC /100mL

106 -

105 -

104 -

103 -

102 -

10 -

Effluent de station
Bassin 2 d’épuration

...... Bassin 1 0

RRRAD e

es /7

saison froide

ZRV = diminution progressive des teneurs en E. coli

bc

Abattement entrée (E2) vs sortie (E12) : 2,8 Log,,

El | E2 | E3 | E4bl E6 | E9 | E12
STEP Bassin1l Bassin 2 . 2 .
En sortie de la ZRV =~ 102 E. coli /100mL
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Effluent de station
d’épuration

Bassin 2 .
_______ Bassin 1

<€--

Microphytes _:;:11:"

Microphytes
< -

Efficacité de la ZRV > L1° =

de janvier a avril 2015 et décembre 2015 ‘ == %) "3

UFC /100mL

106 -

105 -

104 -

103 -

102 -

10 -

Végétaux planté

Macrophytes

2 zones influencent les teneurs en E. coli

saison froide i ) _
Bassin 1: 0,5 Log,, de réduction entre E2 et E3

=>Transfert des bactéries vers les dépots + action des UV

°
. . . . . . oo ©
E2 E3 E4b E6 E9 E12

E1l
STEP Bassinl Bassin 2

E2 — bassin sédimentation —> E3
16



Effluent de station

e L 1] g
Efficacité de la ZRV > ~
\ Végétaux planté < T \‘
de janvier a avril 2015 et décembre2015 -~ —==x_¢) \
________________________ |
|
2 zones influencent les teneurs en E. coli -
I
saison froide ) o /
- Bassin 1:0,5 Log,, de réduction entre E2 et E3 /
105 - 0,5 LOg ’,l,
2 \ présence d’'une diguedeterre (L=2M) ameece="=”"
o
3 103 -
S~
E 10? -
>
10 | [
1 . . T T T T
E1l E2 E3 Edb EG6 E9 E12
STEP Bassin1l Bassin 2
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Effluent de station

. . _mssn1] @
Efficacité de la ZRV > <
\ Végétaux planté - N \
de janvier a avril 2015 et décembre2015 -~ —==x_¢) ‘\
________________________ |
i
2 zones influencent les teneurs en E. coli -
I
saison froide . ) _ /
e Bassin 1:0,5 Log,, de réduction entre E2 et E3 /
105 - 0,5 Log ’,I,
2 \ présence d’'une diguedeterre(L=2mM) ameeea=""
]
S e = obstacle physique : créée une lame d’eau de 30 cm
5 10% -
101 peut accentuer I'accumulation des MES et des bactéries associées a
1 - . . T T T T
E1 E2 E3 E4b E6 E9 E12 Cesmatieres

STEP Bassinl Bassin 2
intensifie I'impact des UV dans cette zone peu profonde
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Efficacité de la ZRV

Bassin 2

R D:0.2m /
Macrophytes  }/£/

> ® U 710¢ 2 10°
D : profondeur (en m) ° UFC/loomL UFC/100mL

Entrée bassin 1

2m

L'amont de la digue de terre est 30 fois plus contaminé que l’aval 19



Efficacité de la ZRV

de janvier a avril 2015 et décembre 2015

saison froide

10,
105 - 0,5 LOg
- N
£ 10° - 1Log
(=)
S 105 LLog
N
2 107
)
10 -
1 = T T T T T T
El E2 E3 Edb E6 E9 E12
STEP Bassinl Bassin 2

Effluent de station
d’épuration

Microphytes
(--

Macrophytes 47

2 zones influencent les teneurs en E. coli

Bassin 2 : 2 Log,, d’abattement

1 Log,, dés le passage au travers

des roseaux (E4b)
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Efficacité de la ZRV

de janvier a avril 2015 et décembre 2015

UFC /100mL

106 -

I ﬁ Log
El E2

105

104

103

102

10

Effluent de station
Bassin 2 d’épuration

3 Bassin 1 z@

€==

Microphytes _:;::1:“

Microphytes
(--

2 zones influencent les teneurs en E. coli

saison froide
Bassin 2 : 2 Log,, d’abattement

1 Log 1 Log,, dés le passage au travers

1 Log des roseaux (E4b)

STEP Bassinl

eab 6 9 e1p  Obstacle au déplacement dans la masse d’eau des bactéries ?

Bassin 2
Formation de biofilm sur les parties immergeées des plantes ?
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Effluent de station
Bassin 2 d’épuration

% Bassin 1 z@

Al
Efficacité de la ZRV

de mai a novembre 2015

ZRV = diminution des teneurs en E. coli mais non

106

105 aH e
_ . 1510g progressive
£ 10° . 5
§ 103 b b
S cd Abattement entrée (E2) vs sortie (E12) : = 1,5 Log,,
w 102 -
-

1: | I En sortie de la ZRV : =~ 4 102 E. coli /100mL

El | E2 | E3I E4bl E6 | E9 | E12

STEP Bassinl Bassin 2
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Effluent de station
d’épuration

Bassin 2 .
....... Bassin 1

R = 7

€==

Microphytes /.7

Microphytes
<__

Efficacité de la ZRV > e =

Végétaux planté

Macrophytes 47

de mai a novembre 2015 : N %) vy

1 zone influence les teneurs en E. coli

/~="saison chaude

Bassin 1 : 1,5 Log de réduction entre E2 et E3

105 -

a
To 15L0g Abattement plus élevé qu’en saison froide
104 | b
b v 4 V4 ] ] .

10 9y Absence de végétalisation du bassin 1
102
10 - = eau exposée aux UV dont l'intensité est plus importante

E1l E2 E3 Edb EG6 E9 W et 8 0

UFC /100mL

) en période chaude

STEP Bassinl Bassin 2

Olrstea




Effluent de station

Bassin 2 X d’épuration
....... BaSSIn 1

€==

Microphytes _:;:11:"

Microphytes

€=-

Efficacité de la ZRV > 21—

Végétaux planté

Macrophytes

de mai a novembre 2015 ‘ S=d ) k4

A IR Bassin 2 : pas de diminution progressive des teneurs en E. coli
L9~ saison chaude

106 A ) o [ 1 4 ’ 1 4 ’ . ’ e\
—b Teneurs en E. coli plus élevées dans les espaces végétalisés (roseliere
105 |
2 100 1.5 Log au point E4b et macrophytes au point E12).
S ﬁ
3 103
~N
L 102 | .. C ..
= Effet protecteur des végétaux vis-a-vis des UV ?
10 -
L Remise en suspension des dépots par la faune sauvage ?

E1l E2 E3 E4b E6 E9 E12
STEP Bassinl Bassin 2
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Bassin 2 .
_______ Bassin 1

€==

Microphytes _:;:11:"

Microphytes

o ; R PR v A e S L e b i : / T
Efficacité de la ZRV @ € N 2\
E. coli dans I'effluent de la ZRV et le milieu récepteur -
106 - hy AW Yor ";t-_},.? saison froide 10° Y ;‘,1:‘«‘- “,“, : : ,'. SaiSOH chaude
105 - 105 o
| |
£ 10° - £ 10°
o o
S 108 S 100 |
~ ~
2 107 - 2 102 |
=) >
10 - [ 10 -
1 . . . . ; . 1 . . . . . .
El E2 E3 GE4b E6 E9 E12 |E13  E14 El E2 E3 E4b E6 E9 E12| E13 E14
STEP Bassin1 Bassin 2 Riviere STEP Bassin 1 Bassin 2 Riviere

Teneur en E. coli dans le cours d’eau récepteur :

plus élevée en amont (E13) qu’en aval du rejet de la ZRV (E14)




resifit;ts
Efficacité de la ZRV

E. coli dans les dépots et les racines des végétaux 106 -

UFC/g MS

. 105 i
Bassin 2 :
&=Ll _____Bassinl 10% -
10°-
, 7 : : D:1m €=-

o Microphytes Microphytes / 102 -

g 10

- R \ bl b3 o4 ne ve o7

Points de prélevements

Dépots : contamination stable
= 10% et 10° UFC/g MS

©lrstea

Présence de E. coli sur les racines des phragmites : 103 UFC/g de racine 2
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E. coli BLSE

106 -

% > saison froide 10°] v - saison chaude
105 - 105 7 S A
—
,§ 10 10°
8 3 |
2 10 10°
E 2 | i
L 107 | o |
10 10 |
1 i /: A " A i 1. a e
El E2 E3 Edb E6 E9 E12 E13 E14 El E2 E3 Edb E6 E9 E12 E13 E14
STEP Bassin 1 Bassin 2 Riviere STEP Bassin 1 Bassin 2 Riviere

wE coli mE. coliBLSE

hachures : détectées mais non quantifiées

E. coli BLSE : détectées dans tous les échantillons
1-103UFC/100mL
= 0,1 a1 % de lapopulation des E. coli 27



Caractérisation de 369 souches de E. coli BLSE isolées

chromosome

Genes bla portés par les E. coli BLSE
Localisation des genes ?

Antibiorésistance
16 antibiotiques testés
Déterminer si le profil de résistance des bactéries évolue dans la ZRV

Diversité génotypique
Circulation des bactéries

plasmides




Caracterlsatlon des E COII BLSE |solees

* Genes bla portés par les E. coli BLSE

369 E. coli BLSE isolées des eaux

$

55% ont un portage plasmidique des génes bla

Transfert des génes de résistance via les plasmides dans la ZRV ?

CINEE

plasmides

gene bla



Caracterlsatlon des E COII BLSE |solees

* Spectre de résistance :
16 antibiotiques testés par la méthode de diffusion en milieu gélosé

15% - Sensibilité a I'atb

10% -
) ] I I I I
0% a I ._V___\

10 11 12 13 14

isolats

Résistance a l'atb

Nombre d’atbs pour lequels une résistance est observée Tapls bactérien

03% des E. coli BLSE = multi-résistantes aux atbs
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Effluent de station
d’épuration

—ce -1t o

Dlstrlbutlon des proflls de reS|stance

des E. coli BLSE
E2

Amikacine T

Cefotaxime
Ceftazidime
Chloramphenicol [~
Ciprofloxacine
Colistine
Doxycycline
Gentamicine
Imipenem
Kanamycine
Netilmicine
Ofloxacine
Penicilline
Streptomycine
Tobramycine

E4b

m
w
Mm
(@)
m
(\o)

E12

. [ sensible

W résistant

Antibiotiques

0
o)
—+
=
3
o)
x
Q
N
o

o

50 1000 50 100 O 50 1000 50
% d’isolats

=
o
o
o

50 100 0 50

[EEN
o

0

= le passage des E. coli au travers de la ZRV ne modifie pas leur résistance
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Répartition des souches dans la ZRV

* Génotypage de 78 E. coli BLSE :> 'Bﬁ{;

* 44 : eau N
* 16 : dépots E. coli BLSE, génotype A

* 8 :racines de végétaux
* 10 : feces de ragondins j|> |
£ ‘h!)r(ii;{[ |

E. coli BLSE, génotype B

Typage MLST (multilocus sequence typing)

Profils ST analysés par une classification ascendante hiérarchique

32



L
T

] é’fSﬁ!tats -

Répartition dans les compartiments de la ZRV (eaux, dépots, végétaux, feces de ragondins)

01 ' @ eau
® végétaux
® dépots

@ ragondins )



] esm'tats e

Répartition dans les compartiments de la ZRV (eaux, dépots, végétaux, feces de ragondins)

12 profils génotypiques

origine des isolats

eau
I eau Effluent de station
Bassin 2 . d’épuration
i . e Bassin 1
eau, ragondins ~ N =N\ TmE— Y c: )

( -
Microphytes

eau, dépot
eau, ragondins

e végétaux, dépot
B eau, végétaux R
| eau, végétaux, dépot g g e

Macrophytes  /

Microphytes
( [

végétaux, dépot

eau | (=) isolats présents dans 'eau des 2 bassins
dépét = circulation des E. coli BLSE le long de la ZRV
eau, dépot, ragondins
o1 ' @ eau
® végétaux
® dépots

@ ragondins 34



Répartition dans les compartiments de la ZRV (eaux, dépots, végétaux, feces de ragondins)

N | 12 profils génotypiques
. origine des isolats . i
— eau 7 sont communs a 2 ou 3 compartiments

' eau

eau, ragondins

leau, dépétd_ | 4= Profils d’isolats communs eau / dépots = transfert vers les dépots
eau, ragondadins

— [ végétaux, dépot | 4 Profils d’isolats communs végétaux / dépots
B eau, végétaux - gy
| eau, végétaux, dépot

7

végétaux, dépot ]

\

eau
dépot
eau, dépot, ragondins
0,1 ® eau
® végétaux
® dépots A
Olrstea

@ ragondins 35



réshitats WS
Répartition dans les compartiments de la ZRV (eaux, dépots, végétaux, féces de ragondins)

N | 12 profils génotypiques
origine des isolats . i
— eau 7 sont communs a 2 ou 3 compartiments

' eau

(eau, ragondins | 4mmm) Profils communs d’isolats issus de I'eau et des feces de ragondin

cau. dépdt = circulation via les animaux
| eau, ragondins
7 vegetaux, depo

B eau, végétaux
eau, végétaux, dépot

végétaux, dépot

eau
dépot
eau, dépot, ragondins ©lretel
o1 ' ® eau
® végétaux
® dépots

36
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e ZRV de Marguerittes = abattement d’un facteur 100 a 1 000 des teneurs en E. coli

» Effet saison = élimination de E. coli plus importante en hiver qu’en été

« Bassin Bl et roseliere du bassin 2 & principaux éléments impactant le devenir des E. coli

* Le rejet contribue a améliorer la qualité sanitaire du milieu récepteur

% F90 % des bilans 24h montrent une réduction de 1 a 3 Log,, des E. coli apres passage en ZRV

Transfert d’une partie des bactéries dans les dépots

Digue surélevée du bassin 1 joue un role dans la diminution des teneurs en E. coli

* Transfert d’une partie des bactéries vers la rhizosphere

e Végétation impacte le devenir des bactéries mais I'impact differe selon la saison

‘Olrstea

@ université 37
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Conclusion (2) s

E. coli BLSE de la ZRV : multirésistantes aux antibiotiques

Antibiorésistance des isolats n'augmente pas le long de la ZRV

Génotypage = circulation des E. coli BLSE entre les différents compartiments de la ZRV (eau, dépot,

végétation) et la faune sauvage (ragondin)

® La persistance de bactéries résistantes aux antibiotiques dans les dépots pourrait favoriser

I'antibiorésistance des bactéries environnementales.

© ZRV : élimine une partie des E. coli BLSE
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