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❚ Abstract
Role of residual antibiotics in aquatic environment on the selection and diffusion of bacterial resistances of
Aeromonas, Acinetobacter and Legionella. - Antibiotic resistant bacteria and antibiotics are discharged in various amounts
in the environment as a result of the increasing and often indiscriminate use of antibiotics in medical, veterinary and agricultural
practices. Surface waters are the main receptacle for these pollutants and are the major source of water, directly or indirectly
used for human and animal consumption.
The aim of this study, carried out within the National Research Program 49 «Antibiotic Resistance», was to evaluate the role of
residual antibiotic compounds in water on emergence and persistence of resistant bacteria. Research was focused on three bac-
terial genera, Aeromonas, Acinetobacter, and Legionella, largely diffused in the aquatic environment and showing pathogenic
properties towards human beings and animals, and three antibiotic families (beta-lactams, quinolones / fluoroquinolones and
macrolides) mainly used in human medicine. Phenotypic resistance analysis in various aquatic environments has highlighted the
presence of resistant stains in the most contaminated waters. Aeromonas resistant to the fourth generation cephalosporins
could be isolated from hospital waste waters and from waste water treatment plants, while clinical strains proved to be more
susceptible. On the contrary, environmental Acinetobacter were more susceptible than those of clinical origin. For Legionella
strains, MIC values were different according to the genetic type (Sequence-based Type) and not according to the origin. A sig-
nificant correlation between concentrations of antibiotic compounds measured and resistant Aeromonas and Acinetobacter
strains was highlighted in hospital waste waters.
Finally, the diffusion of class 1 integrons, genetic and mobile element, in Aeromonas strains isolated from various aquatic envi-
ronments were evaluated and correlated with their origin.
Keywords: Antibiotic compounds, aquatic environments, resistant bacteria, integrons, Aeromonas, Acinetobacter, Legionella.

❚ Résumé
Les résidus d’antibiotiques et les bactéries résistantes sont déversés en quantités variées dans l’environnement, ceci en consé-
quence d’une utilisation massive et souvent indiscriminée de ces substances dans les domaines médicaux, vétérinaires et en
agrochimie. Les eaux de surface sont le réceptacle majeur de ces polluants et représentent également les sources d’eau direc-
tement ou indirectement utilisées pour la consommation humaine et animale.
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❚ Introduction

La première constatation de l’effet inhibiteur de la
moisissure Penicillium notatum sur des cultures de
Staphylococcus aureus par Fleming en 1928 (publi-
cation en 1929), puis l’avènement de la forme stable
de la pénicilline en 1940 par E.B. Chain et H.W.
Florey, ont ouvert la voie à la découverte de nomb-
reux antibiotiques.

Des perspectives de traitements, jusqu’alors insoup-
çonnées, ont ainsi rapidement émergé et des mal-
adies mortelles comme la tuberculose, la diphtérie, la
pneumonie ou encore la syphilis ont pu être soignées.
Dès lors et jusqu’à nos jours, les progrès de la méde-
cine et de la pharmacologie n’ont cessé de donner
lieu à la mise sur le marché d’une variété de sub-
stances antimicrobiennes destinées à traiter les in-
fections.

Malheureusement, l’usage trop souvent inadapté et in-
considéré de ces médicaments dans des domaines
aussi variés que la médecine humaine, vétérinaire et
l’agrochimique (Göbel et al. 2005; Stamm 2005),
couplé à la capacité d’adaptation des bactéries et aux
possibilités de transferts génétiques ont compromis
l’espoir apporté par ces nouvelles substances et fait
progressivement place à une constatation préoccu-
pante: l’emploi inconsidéré des antibiotiques contri -
bue au phénomène de l’émergence et de la dissémina-
tion de germes résistants, ainsi qu’à des échecs de l’an-
tibiothérapie. En Suisse par exemple, la consomma-
tion humaine globale d’antibiotiques peut atteindre
des valeurs proches des 40 tonnes par année (Trust
Office of Swiss Importers of Antibiotics, (TSA) Bern,
Switzerland 1998). Plus étonnant encore et nonobs-
tant la loi entrée en vigueur depuis 1999 interdisant
l’emploi d’antibiotiques comme stimulateurs de crois-

sance, le premier recensement systématique des
ventes d’antibiotiques à usages vétérinaires fait acte de
49 tonnes d’antibiotiques vendus pour la seule année
2004 (Swissmedic 2004). Ce chiffre tend même à aug-
menter puisque ce recensement révèle une hausse de
la vente globale d’antibiotiques à usage vétérinaire s’é-
tablissant à 72 tonnes pour la seule année 2007
(Swissmedic 2007).

L’utilisation commune et à grande échelle des anti-
biotiques dans les domaines médicaux, vétérinaires
et en agrochimie, soulève pour le monde scientifique
un nombre important de questions sur le devenir et
l’effet de ces substances dans l’environnement, no-
tamment dans l’environnement aquatique. En effet,
les antibiotiques et les bactéries résistantes aux anti-
biotiques peuvent atteindre l’environnement par le
biais des égouts, des stations d’épuration et par l’é-
pandage du lisier sur les champs (Ternes 1998). Via
ces principales voies d’entrée, ces substances et ces
micro-organismes peuvent, finalement, atteindre les
eaux souterraines et les eaux de surface, deux
sources hydriques fondamentales pouvant être, soit
directement, soit indirectement, utilisées pour l’ap-
provisionnement en eau et pour la consommation hu-
maine et animale.

L’objectif poursuivi par ce travail de recherche, fi-
nancé par le Fond National de Recherche
Scientifique Suisse dans le cadre du projet sur la ré-
sistance aux antibiotiques (PNR 49) et effectué à
l’Institut Cantonal de Microbiologie (ICM, Bellin -
zona), a été d’évaluer, à l’aide d’outils empruntés à la
bactériologie classique et à la microbiologie molécu-
laire, si la présence, l’émergence et la persistance de
bactéries résistantes dans l’environnement hydrique
sont dues aux faibles concentrations d’antibiotiques
contaminant l’eau, à une autre pression de sélection

L’objectif de ce travail, effectué dans le cadre du Programme National de Recherche 49 «Antibiotic Resistance», a été d’évaluer,
à l’aide d’outils empruntés à la bactériologie classique et à la microbiologie moléculaire, le rôle des résidus d’antibiotiques pré-
sents dans l’environnement hydrique dans l’émergence et / ou la persistance de bactéries résistantes.
La recherche a été concentrée sur trois genres bactériens pathogènes pour l’homme et l’animal, à savoir les Aeromonas, les
Acinetobacter et les Legionella et trois familles d’antibiotiques, les bêta-lactames, les quinolones / fluoroquinolones et les
macrolides, abondamment utilisées en médecine humaine.
L’analyse phénotypique de la résistance dans les divers milieux hydriques a mis en évidence la présence de souches résistantes
dans les eaux les plus contaminées. Des Aeromonas résistants aux quatre générations de céphalosporines ont pu être isolés des
eaux usées des hôpitaux et des stations d’épuration, tandis que les souches d’origine clinique se sont avérées beaucoup plus
sensibles. Au contraire, les Acinetobacter de l’environnement hydrique sont apparus moins résistants que ceux d’origine hu-
maine. Pour les Legionella, les valeurs des CMI différaient en fonction du type génétique de la souche (Sequence-based Type)
et non de leur origine. Une corrélation statistique significative entre concentrations de ciprofloxacine et souches résistantes iso-
lées a pu être mise en évidence dans les eaux usées des hôpitaux.
Enfin, l’étude de la diffusion des intégrons de classe 1, éléments génétiques mobiles, chez les souches d’Aeromonas provenant
des divers environnements hydriques étudiés, a été effectuée et mise en relation avec leur lieux d’isolement.
Mots clés: Résidus d’antibiotiques, environnements aquatiques, bactéries résistantes, intégrons, Aeromonas, Acinetobacter,
Legionella.
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non due aux antibiotiques ou à la stabilité des gènes
de résistances et aux éléments de transferts géné-
tiques. De part leur large distribution dans l’environ-
nement aquatique, ainsi qu’à cause de leurs pro-
priétés pathogènes pour l’homme et l’animal, les bac-
téries appartenant aux genres Aeromonas,
Acinetobacter et Legionella ont été choisies pour
l’évaluation de la résistance dans les divers milieux
hydriques contenant des concentrations différentes
d’antibiotiques. Les antibiotiques déterminés dans
l’environnement, ainsi qu’utilisés en laboratoire, ap-
partiennent aux familles des bêta-lactames, des qui-
nolones et fluoroquinolones et des macrolides, à sa-
voir trois familles largement utilisées en médecine
humaine. Le rôle joué par l’eau, comme niche écolo-
gique, où la pression de sélection exercée par les ré-
sidus d’antibiotiques peut agir sur la sélection et la
diffusion de bactéries résistantes a été évalué et les
risques liés à la santé humaine étudiés.

❚ Matériels et méthodes

Lieux d’échantillonnage et isolement des sou-
ches bactériennes
Deux régions, ayant des consommations différentes
d’antibiotiques (Filippini et al. 2006) ont été choisies
pour effectuer les prélèvements, à savoir la ville de
Zürich et le canton du Tessin. Les lieux d’échantillon-
nage ont été choisis de manière à retracer le circuit
hydrique des résidus d’antibiotiques et des bactéries
véhiculées par l’eau. Ainsi, les lieux d’échantillonnage
choisis pour l’isolement des souches bactériennes
comprenaient les eaux usées d’hôpitaux, les eaux
souillées et assainies affluant et effluant de stations
d’épuration, ainsi que les boues activées (phase bio-
logique d’épuration) et des eaux de surface tels que
fleuves, rivières et lacs.

Pour la recherche et l’isolement des Aeromonas, les
échantillons d’eau ont été filtrés sur des membranes
de 0.45 �µm de porosité et ces dernières déposées sur
le milieu selectif m-Aeromonas. Les colonies typiques
apparaissent après 18-24 h. d’incubation à 30°C.

Les Acinetobacter ont été isolés à partir du milieu
Herellea Agar (Jawad et al. 1994), soit par ensemen-
cement direct de l’échantillon, soit après filtration sur
membrane. Les colonies présentant l’aspect typique
après 18-24 h. d’incubation à 30°C ont été confirmées
par la galerie biochimique API 20NE ou par hybrida-
tion in situ avec une sonde spécifique au genre.
Pour la recherche et l’isolement de Legionella les
échantillons ont été soit directement ensemencés sur
le milieu sélectif GVPC, soit ensemencés après traite-
ments thermique ou acide. La confirmation des colo-
nies après 3-4 jours d’incubation à 37°C a été effec-
tuée par le kit Legionella Latex Test.

Détermination des profils phénotypiques de ré-
sistance
Les antibiotiques utilisés englobent la pénicilline,
l’ampicilline, l’imipenem, la céfazoline, la céfuroxime,
la ceftriaxone, la céfépime, l’acide nalidixique, la ci-
profloxacine, la norfloxacine et enfin l’érythromycine
et la clarithromycine. Les antibiogrammes ont été ef-
fectués selon les normes édictées par la CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute).
Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) ont été obtenues par E-Tests.

Hybridation in situ
L’hybridation in situ (HIS) a été utilisée, d’une part
pour identifier les colonies suspectes d’Acineto -
bacter, et d’autre part pour dénombrer les Aero -
monas, les Acinetobacter et les Legionella présents
dans les différents milieux hydriques échantillonnés.
Après filtration et fixation des échantillons, des
sondes oligonucléotidiques spécifiques pour les trois
genres bactériens considérés et marquées avec un
fluorochrome (Cy3) ont été utilisées pour une réac-
tion d’hybridation qui s’est effectuée sur lame. De
part la complémentarité entre la sonde et le 16s ARNr
cible, seules les bactéries réagissant avec la sonde
peuvent être mises en évidence par microscopie à
fluorescence.

Détection des intégrons de classe 1
L’ADN total des souches bactériennes a été obtenu
en lysant les bactéries à 100°C pendant 10 min.
Le lysat a ensuite été utilisé dans une réaction PCR
où l’amplification a été obtenue avec des amorces
spécifiques (3’CS et 5’CS) flanquants les cassettes
géniques insérées dans les intégrons de classe 1
(Recchia et Hall, 1997).

❚ Résultats et discussion

La détermination du profil de résistance aux divers
antibiotiques a été effectuée sur un total de 1324 sou-
ches, se subdivisant en 807 Aeromonas, 466
Acinetobacter et 51 Legionella, la grande majorité
isolées des différents milieux aquatiques et certaines
de provenance clinique.

Profil phénotypique de résistance dans les di-
vers environnements hydriques: l’exemple des
Aeromonas
L’analyse phénotypique de la résistance des
Aeromonas (Fig. 1) a montré, et ceci pour l’en-
semble des antibiotiques considérés, un pourcentage
important de souches résistantes ou présentant un
profil intermédiaire de résistance dans les eaux usées
des hôpitaux analysés, ainsi que dans les boues acti-
vées des stations d’épuration, soit les milieux hy-
driques échantillonnés les plus riches en matières or-
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ganiques, en micro-organismes et en résidus d’anti-
biotiques. Par contre, les souches d’Aeromonas d’o-
rigine clinique (isolées de patients) sont plus sensi-
bles aux antibiotiques testés que les souches d’ori-
gine environnementale.

Il a été constaté que les boues activées de la station
d’épuration récoltant entre autre les eaux souillées
d’hôpitaux et de villes (STEP 1, Fig. 1), compor-
taient, en général, un taux plus élevé de souches
phénotypiquement plus résistantes en comparaison
aux échantillons prélevés de la station d’épuration
récoltant les eaux à assainir d’une région monta-
gneuse du nord du Tessin, dépourvue d’hôpitaux

(STEP 2, Fig. 1). De la même manière, les eaux de
surface analysées et récoltées peu après le déverse-
ment des eaux assainies sortant des stations d’épu-
ration s’avèrent contenir une fréquence plus élevée
de souches moins sensibles. Il apparaît ainsi, d’une
part que les eaux usées des hôpitaux contribuent à
la dissémination de souches phénotypiquement plus
résistantes vers les stations d’épuration et d’autre
part que les stations d’épuration jouent un rôle d’in-
termédiaire dans l’enrichissement en souches moins
sensibles vers les eaux de surface. Dans les eaux de
surface, le pourcentage de souches résistantes dimi-
nue, ceci probablement à cause de l’effet de dilution
et de la diminution de la pression de sélection exer-

Aeromonas - Céfuroxime

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Sou
ch

es
 cl

ini
qu

es
 (n

=6
0)

Eau
x u

sé
es

 H
ôp

ita
ux

 (Z
H) (

n=
63

)

Eau
x u

sé
es

 H
ôp

ita
ux

 1
 e

t 2
 (T

I) 
(n

=9
9)

Bou
es

 a
cti

vé
es

 (S
TEP 1

) (
n=

92
)

Fleu
ve

 1
 (n

=2
8)

La
c d

e 
pla

ine
 (n

=5
7)

Fleu
ve

 2
 (a

m
on

t S
TEP 2

) (
n=

29
)

Eau
x s

ou
illé

es
, e

nt
ré

e 
STEP 2

 (n
=2

1)

Bou
es

 a
cti

vé
es

 (S
TEP 2

) (
n=

71
)

Eau
x a

ss
ain

ies
, s

or
tie

 S
TEP 2

 (n
=2

3)

Fleu
ve

 (a
va

l S
TEP 2

) (
n=

22
)

La
c d

e 
m

on
ta

gn
e 

(n
=4

7)

Rivi
èr

e 
de

 m
on

ta
gn

e 
(n

=4
5)

P
ou

rc
en

ta
ge

s

R

I

S

Aeromonas  - Acide Nalidixique

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Souches
cliniques

(n=60)

Eaux
usées

Hôpitaux
1 et 2 (TI)
(n=99)

Fleuve 1
(n=28)

Fleuve 2
(amont
STEP 2)
(n=29)

Boues
activées,
STEP 2
(n=72)

Fleuve 2
(aval

STEP 2)
(n=22)

Rivière de
montagne

(n=45)

P
ou

rc
en

ta
ge

s

R

I

S

Fig. 1. Pourcentages d’Aeromonas environnementaux et cliniques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) à la

céfuroxime et à l’acide nalidixique.
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cée par les résidus antimicrobiens. Ainsi, pour les
Aeromonas, le pourcentage de souches résistantes
apparaît être corrélé à la qualité de l’eau (Fig. 1)

Un cas particulier et non sans signification micro-
biologique a également pu être constaté dans les
eaux usées d’un hôpital où, dans le but de réduire la
charge bactérienne totale contaminante, les eaux
usées sont traitées au chlore avant leur déverse-
ment dans les égouts. Après le traitement au chlore,
le pourcentage de souches résistantes à la cef-
triaxone et à la céfépime, soit des céphalosporines
des 3e et 4e générations, augmente (Fig. 3). Ainsi,
bien que dans un premier temps ce traitement soit
effectivement utile pour la diminution du nombre
d’Aeromonas présents, résultats mis en évidence
par les dénombrements des bactéries par la tech-
nique «Fluorescence in situ hybridization» (Fig. 2),
il résulterait, cependant, en une augmentation sub-
séquente de bactéries plus résistantes (Fig. 3). Il se-
rait ici intéressant de voir si les stratégies mises en
œuvre par les bactéries pour résister au chlore,
pourraient également servir à mieux résister aux
antibiotiques.

Des travaux précédents menés par
Murray et al. (1984), analysant
l’effet de la chloration sur les popu-
lations bactériennes présentes dans
les eaux souillées d’une station d’é-
puration, démontrent, qu’après ce
traitement, une augmentation signi-
ficative du pourcentage de bactéries
fermentant le lactose, résistantes à
certains bêta-lactames, (ampicilline
et céfalotine) apparaît. Le stress en-
gendré par la chloration d’une part,
sélectionnerait, au détriment des au-
tres, les populations bactériennes
résistantes ou induirait la résistance
à divers antibiotiques et d’autre part,
favoriserait l’échange de plasmides
de résistance ou d’éléments géné-
tiques mobiles.

Profil phénotypique de résis-
tance dans les divers environne-
ments hydriques: l’exemple des
Acinetobacter
En comparaison aux souches
d’Aeromonas isolées des mêmes
milieux hydriques, les souches
d’Acinetobacter d’origine environ-
nementale s’avèrent posséder des
taux de résistance moins élevés et
ceci pour l’ensemble des 12 antibio-
tiques considérés. En revanche, le
pourcentage d’Acinetobacter pré-

sentant des résistances isolé de matériel clinique
est majeur à celui des souches d’origine environne-
mentale.

Comme pour les Aeromonas, le rôle d’intermédiaire
qu’assument les eaux usées des hôpitaux et des sta-
tions d’épuration dans l’apport de souches moins sen-
sibles dans les eaux de surface semble également va-
lable pour les bactéries du genre Acinetobacter.

Il a été possible, en outre, de détecter dans l’eau po-
table (eau de robinet), une souche d’Acinetobacter
présentant un profil intermédiaire de résistance à la
céfépime, soit une céphalosporine de la 4e génération,
employée généralement avec succès lors d’infection
bactérienne mettant en cause des germes de ce genre
bactérien.

Les graphiques ci-dessous illustrent les résultats ob-
tenus et présentent les profils phénotypiques de ré-
sistance à la ceftriaxone et à la céfépime des souches
d’Acinetobacter cliniques et provenant des divers
lieux hydriques d’échantillonnage (Fig. 4).
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Fig. 3. Effet du traitement au chlore sur la résistance phénotypique aux

céphalosporines des Aeromonas (R: souches résistantes; I: souches intermédiaire;

S: souches sensibles).

Fig. 2. Dénombrement par la sonde oligonucléotodique spécifique au genre

Aeromonas (Aer 66) de la population d’Aeromonas dans les eaux usées

Nombre de cellules d’Aeromonas dans les eaux usées d’hôpitaux (cellules/ml)

avant traitement au chlore après traitement au chlore

Sonde AER 66 1.3 x 104 6.07 x 103
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Legionella pneumophila serogroupe 1: caracté-
risation phénotypique de la résistance à
l’Erythromycine
Les bactéries du genre Legionella possèdent une ré-
sistance constitutive aux antibiotiques de la famille
des bêta-lactames. Chez ce genre bactérien, la pre-

mière β-lactamase exerçant principalement une acti-
vité de céphalosporinase a été décrite pour la pre-
mière fois en 1979 (Feu et Neu 1979). Cette enzyme
peut-être retrouvée aussi bien chez les espèces
pneumophila que chez d’autres espèces (L. boze-
manii, L. dumoffii, L. gormanii) (Marre et al.

Acinetobacter - Ceftriaxone

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Sou
ch

es
 cl

ini
qu

es
 (n

=1
03

)

Eau
x u

sé
es

 H
ôp

ita
ux

 (Z
H) (

n=
32

)

Eau
x u

sé
es

 H
ôp

ita
l 1

 (T
I) 

(n
=1

9)

Eau
x u

sé
es

 H
ôp

ita
l 2

 (T
I) 

(n
=2

8)

Bou
es

 a
cti

vé
es

 (S
TEP 1

) (
n=

31
)

Fleu
ve

 1
 (n

=5
)

La
c d

e 
pla

ine
 (n

=2
)

Fleu
ve

 2
 (a

m
on

t S
TEP 2

) (
n=

3)

Eau
x s

ou
illé

es
, e

nt
ré

e 
STEP 2

 (n
=3

0)

Bou
es

 a
cti

vé
es

 (S
TEP 2

) (
n=

35
)

Eau
x a

ss
ain

ies
, s

or
tie

 S
TEP 2

 (n
=4

7)

Fleu
ve

 2
 (a

va
l S

TEP 2
) (

n=
18

)

Eau
 p

ot
ab

le 
(n

=6
)

P
ou

rc
en

ta
ge

s

Acinetobacter - Céfépime

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Sou
ch

es
 cl

ini
qu

es
 (n

=1
03

)

Eau
x u

sé
es

 H
ôp

ita
ux

 (Z
H) (

n=
32

)

Eau
x u

sé
es

 H
ôp

ita
l 1

 (T
I) 

(n
=1

9)

Eau
x u

sé
es

 H
ôp

ita
l 2

 (T
I) 

(n
=2

8)

Bou
es

 a
cti

vé
es

, S
TEP 2

 (n
=3

1)

Fleu
ve

 1
 (n

=5
)

La
c d

e 
pla

ine
 (n

=2
)

Fleu
ve

 2
 (a

m
on

t S
TEP 2

) (
n=

3)

Eau
x s

ou
illé

es
, e

nt
ré

e 
STEP 2

 (n
=3

0)

Bou
es

 a
cti

vé
es

, S
TEP 2

 (n
=3

5)

Eau
x a

ss
ain

ies
, s

or
tie

 S
TEP 2

 (n
=4

7)

Fleu
ve

 2
 (a

va
l S

TEP 2
) (

n=
18

)

Eau
 p

ot
ab

le 
(n

=6
)

P
ou

rc
en

ta
ge

s

R

I

S

R

I

S

Fig. 4. Pourcentage d’Acinetobacter environnementaux et cliniques résistants (R), intermédiaires (I) et sensibles (S) à la

ceftriaxone et à la céfépime.



| Rôle des résidus d’antibiotiques dans l’environnement hydrique Anna Rita CORVAGLIA et al. | 95 |

| ARCHIVES DES SCIENCES | Arch.Sci. (2008) 61:89-100 |

1982). Le gène codant pour la résistance aux bêta-
lactames a récemment été cloné (Boschi et al. 2000).
La β-lactamase de l’espèce L. gormanii appartient
au groupe des metallo-β-lactamases non inhibées par
l’acide clavulanique (β-lactamase du groupe 3 ou β-
lactamase de la classe B) (Bush et al. 1995). De ce
fait, avant l’apparition des nouveaux macrolides, le
premier antibiotique de choix pour le traitement
de la maladie du Légionnaire a été l’érythromycine.
La première résistance à l’érythromycine chez les
Legionellaceae a été décrite en 2000 (Nielsen et al.
2000).

Dans cette étude, la résistance à l’érythromycine a
été analysée chez 46 souches de Legionella pneu-
mophila serogroupe 1, à savoir 20 souches prove-
nant d’eaux potables (eaux de divers robinets) et de
tours de refroidissement et 26 souches isolées de pa-
tients infectés.

Aucune association statistique significative entre les
valeurs des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) pour l’érythromycine et l’origine, clinique ou
environnementale des souches testées, n’a pu être
mise en évidence (Fig. 5).

Les souches de Legionella pneumophila apparte-
nant au type SBT 1,4,3 se sont avérées avoir des
 valeurs de CMI plus élevées. Les valeurs des CMI
des souches appartenant au type 1,4,3 sont com-
prises entre 0.25 et 0.5 mg/ml, celles des autres
types SBT sont, en revanche, comprises entre 0.12
et 0.25 mg/ml. Ce résultat démontre une résistance
plus grande à l’érythromycine des souches de
Legionella pneumophila appartenant au type SBT
1,4,3 par rapport aux souches de Legionella pneu-
mophila appartenant aux autres génotypes
(Fig. 6).

Corrélation entre concentrations de cipro-
floxacine et résistances dans les eaux usées des
hôpitaux
Dans certains échantillonnages d’eaux usées d’hôpi-
taux, de fleuves et d’affluents et effluents de stations
d’épuration, les concentrations de ciprofloxacine et
de norfloxacine (fluoroquinolones), ainsi que d’éry-
thromycine et de clarithromycine (macrolides), ont
été déterminées à l’Institut Fédéral pour l’aménage-
ment, l’épuration, et la protection des eaux par le
groupe du Prof. Dr. Giger (EAWAG-ETH, Dübendorf,
Suisse).

Une corrélation a pu être observée entre les concen-
trations de ciprofloxacine mesurées dans les eaux
usées des hôpitaux et le profil de résistance des sou-
ches d’Aeromonas et d’Acinetobacter isolées. Ainsi,
plus la concentration de ce fluoroquinolone s’est
avérée élevée dans un échantillon d’eau donné, plus
les diamètres des zones d’inhibition déterminés par
antibiogramme des souches isolées à cet endroit se
sont avérés étroits (Fig. 7).

En d’autres termes, nous avons pu constater une aug-
mentation de la résistance des souches présentes
dans les environnements hydriques à mesure que la
concentration de l’antibiotique analysé augmente.
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Fig. 5. Valeurs des CMI pour l’érythromycine de souches de

Legionella pneumophila serogroupe 1 d’origine clinique et

environnementale.

En revanche, une corrélation significative (p=
0.00012) entre valeurs de CMI pour ce macrolide et
souches appartenant à un type moléculaire spéci-
fique appelé SBT 1,4,3 a pu être mise en évidence. La
typisation moléculaire SBT (Sequence Based
Typing) est une technique moléculaire utile en épidé-
miologie et développée pour typiser les souches cli-
niques de Legionella pneumophila sur la base de la
séquence obtenue de 3 trois gènes (flaA, pilE et asd)
et selon les directives édictées par le Groupe de
Travail Européen sur les Infections dues aux
Legionella (European Working Group on Legionella
Infections) (Gaia et al.2005).
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Cette remarque est valable aussi bien pour les
Aeromonas, que pour les Acinetobacter isolés de
ces milieux hydriques.

Vu les très faibles concentrations que les antibio-
tiques atteignent dans l’environnement, ce résultat
tend en outre à indiquer que même des concentra-
tions basses, soit sub-inhibitrices, d’antibiotiques
présentes dans les milieux hydriques peuvent af-
fecter le profil de résistance des bactéries.

La présence d’antibiotiques dans les eaux souillées
hospitalières est clairement due à leur utilisation cli-
nique. La même origine clinique peut être attribuée
aux bactéries présentes dans ces mêmes eaux.
Cependant, la majorité des infections à Aeromonas se
ne traduise que par de légères gastro-entérites, les pa-
tients infectés ne sont ainsi que rarement hospitalisés.
De plus, les isolats fécaux sont généralement sensibles
aux antibiotiques. Ces considérations indiquent que,
dans les milieux hydriques hospitaliers, la présence
des ces bactéries peut être corrélée à une origine envi-
ronnementale, plutôt qu’à une origine clinique. Les

Aeromonas, ainsi présents, sont
soumis à une pression de sélection
due à la présence d’antibiotiques
pouvant, effectivement, résulter dans
le développement et la croissance de
souches plus résistantes. A l’envers,
les Acinetobacter sont fréquemment
responsables d’infections nosoco-
miales et cause d’hospitalisation.
Ainsi, la présence d’Acinetobacter
résistants dans les eaux souillées,
même si corrélée à la quantité d’anti-
biotiques, peut aussi bien être due
aux patients infectés hospitalisés,
qu’aux rejets hospitaliers.

Profil génétique de résistance:
intégrons de classe 1 chez les
Aeromonas isolés des divers en-
vironnements hydriques
Le phénotype de résistance observé
pour l’ensemble des souches isolées
lors de cette étude, peut être l’effet
de nombreux facteurs, notamment
de la présence de déterminants gé-
nétiques de résistance.

Les intégrons de classe 1, éléments génétiques mo-
biles, semblent jouer un rôle important dans la dissé-
mination et la dispersion de gènes de résistance chez
les bactéries à Gram négatif (Riccio et al. 2000;
Schmidt et al. 2001; Poirel et Nordmann 2002) et re-
présentent la majorité des intégrons reportés dans
les isolats cliniques (Brown et al. 1996; Rosser et
Young 1999). Ces éléments possèdent la capacité de
reconnaître, d’intégrer et d’exprimer des gènes d’ori-
gine exogène contenus dans des structures dites cas-
settes.

Les intégrons de classe 1 ont été recherchés par PCR
dans un total de 493 souches d’Aeromonas isolées
des divers environnements hydriques étudiés. Les ré-
sultats obtenus pour les Aeromonas et pour les di-
vers lieux d’échantillonnage sont exposés dans la fi-
gure ci-dessous (Fig. 8 a et b).

Sur les 493 souches d’Aeromonas testées, 40.8% se
sont avérées être positives pour les intégrons de
classe 1. Les intégrons de classe 1 pourvus de

Fig. 7. Corrélation entre concentrations de

ciprofloxacine (µg/l) quantifiées dans les

eaux usées des hôpitaux et profil phénoty-

pique de résistance (mm) des souches

d’Aeromonas et d’Acinetobacter isolées.
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gène(s) cassette(s) ont pu être détectés dans 6.3%
et 93.3% de souches d’Aeromonas isolées des eaux
usées de deux hôpitaux du Tessin. Cette différence
importante était difficilement explicable et ne pou-
vait pas être corrélée aux phénotypes de résistance
aux antibiotiques.

Dans d’autres situations, par contre, la présence d’in-
tégrons a pu être mise en relation avec la provenance
des souches. Par exemple, le 66.2% des souches
d’Aeromonas isolées des eaux usées d’un hôpital à
Zurich, où des résidus d’antibiotiques ont pu être
quantifiés dans un ordre de grandeur compris entre
0.03 et 13 µg/l, montraient héberger dans leur gé-
nome des intégrons de classe 1 pourvus de gène(s)
cassette(s). Ces mêmes souches s’étaient avérées
phénotypiquement résistantes à nombreux antibio-
tiques. De même, 60.9 et 36.1% de souches héber-
geant des intégrons de classe 1 avaient été détectées
dans deux stations d’épuration. Dans la deuxième
station, l’absence d’hôpitaux, ainsi que les habitations
rurales caractérisant la région, pourraient expliquer
la présence moins élevée de souches possédant dans
leur génome des intégrons. Cette hypothèse est sou-
tenue par la quantification de résidus d’antibiotiques

dans les boues activées des deux sta-
tions d’épuration, montrant claire-
ment une présence plus élevée de
substances antimicrobiennes dans
les échantillons récoltés dans la pre-
mière station.

Dans un fleuve, avant les rejets
d’une station d’épuration, le pour-
centage de souches d’Aeromonas
hébergeant des intégrons de classe 1
de longueur supérieure à 150 pb,
soit pourvus de gène(s) cassette(s),
s’élevait à 13.3%. Après le déverse-
ment dans le fleuve des effluents de
la station, ce taux dépassait les 40%.

La capacité génétique �préexistante�
chez les Aeromonas avait été inves-
tiguée en étudiant la présence de
souches hébergeant des intégrons
dans un lac situé à 1921 m au dessus
du niveau de la mer, lieu où la pres-
sion de sélection exercée par les
antibiotiques peut être considérée

comme absente. Le 3.2% des souches possédait des
intégrons, la même fréquence avait été retrouvée
pour les structures de longueur supérieure à 150 pb.
Dans la rivière exutoire du lac de montagne, échan-
tillonnée après quelques habitations, le nombre de
souches contenant des intégrons de classe 1 pourvus
de gène(s) cassette(s), augmente légèrement et at-
teint les 6.9%.

❚ Conclusion

Les environnements hydriques comme les eaux
usées des hôpitaux, les eaux souillées à l’entrée des
stations d’épuration ou encore les boues activées de
la phase biologique des stations d’épuration peuvent
contenir et concentrer un nombre important de sub-
stances chimiques toxiques (résidus d’antibio-
tiques, résidus d’autres substances pharmaceu-
tiques, métaux lourds, huiles usagées, etc…), ainsi
qu’un ensemble de conditions adverses de survie
pour les micro-organismes. Les pressions multiples
de sélection s’exerçant dans ces environnements
pourraient de ce fait favoriser l’émergence, le déve-
loppement et la dissémination vers les eaux de sur-
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face de populations bactériennes phénotypique-
ment et / ou génétiquement moins sensibles ou
mieux préparées à développer une résistance ulté-
rieure. De plus, la présence d’une grande et nom-
breuse diversité microbienne dans les boues acti-
vées pourrait faciliter l’échange de déterminants gé-
nétiques de résistance entres les différentes bacté-
ries (Szczepanowski et al. 2004; De Gelder et al.
2005).

Ainsi, les stations d’assainissement des eaux permet-
tent de concentrer, non seulement, des souches phé-
notypiquement plus résistantes, mais également des
souches génétiquement préparées à développer une
résistance ultérieure ou à exprimer une résistance.
En assumant ce rôle d’intermédiaire entre les eaux
polluées et les milieux hydriques environnementaux,
les stations d’épuration contribuent, ainsi, à enrichir
les eaux de surface en souches potentiellement plus
résistantes.

Si la résistance acquise est un caractère stable, alors
le faible pourcentage des isolats contenant ces élé-
ments génétiques mobiles, mis en évidence dans les
fleuves et le lac de plaine, pourrait être expliqué par
l’effet de dilution de la population d’Aeromonas dans
les eaux de surface.

Les cliniciens, préoccupés par les bactéries résis-
tantes, mais convaincus que le dosage standard des
antibiotiques, ainsi que la réponse immunologique du
patient suffisent à l’extinction des éventuelles sous-
populations bactériennes moins sensibles, ignorent
trop souvent l’émergence clinique des phénotypes de
faibles résistances (Baquero 2001) et se soucient
bien peu de l’effet de la persistance des antibiotiques
dans l’environnement hydrique. Pourtant cette adap-
tation phénotypique et génotypique progressive de
faibles niveaux de résistances ou diminutions pro-
gressives de la sensibilité pourrait servir d’étape évo-
lutive vers le développement de degrés plus élevés de
résistances et constituer une véritable voie d’entrée à
la résistance.

Ainsi et malgré les risques potentiels de l’utilisation
massive d’antibiotiques et les échecs croissants de
l’antibiothérapie en milieux clinique et ambulatoire,
peu d’études sur les risques liés à la présence de fai-
bles concentrations d’antibiotiques dans l’environne-
ment aquatique sont disponibles.

Cette étude a permis d’apporter des éléments de ré-
ponse pratique à cette interrogation et de démontrer
que l’interaction entre agents chimio-thérapeutiques
d’origine anthropogénique et populations bacté-
riennes, qui s’exerce dans l’environnement aqua-
tique, de façon progressive et à des concentrations
sub-inhibitrices, contribue à une légère augmenta-

tion de l’habilité des bactéries à résister à l’effet anti-
microbien de ces substances, ainsi qu’à la sélection
de variants plus résistants aux faibles concentrations
d’antibiotiques.

Cette étude montre encore que l’exposition progres-
sive à de faibles concentrations hydriques d’antibio-
tiques peut produire un stress substantiel dans les
populations bactériennes d’origine clinique et envi-
ronnementale, pouvant engendrer des réponses gé-
nétiques adaptatives variées. La stabilité vérifiée in
vitro de ces faibles résistances induites font penser à
un coût énergétique tolérable pour les bactéries in-
duites et donc au maintient des nouvelles caractéris-
tiques acquises.

En conclusion, les résidus d’antibiotiques présents
dans l’environnement hydrique contribuent forte-
ment au maintient, à l’émergence et la dissémination
de populations bactériennes présentant un faible ni-
veau de résistances et prêtes à évoluer vers une ré-
sistance successive. Les résistances phénotypiques
aux concentrations sub-inhibitrices d’antibiotiques
induites dans les eaux usées des hôpitaux, ainsi que
dans les boues activées des stations d’épuration peu-
vent être stables dans le temps. De plus, la pression
de sélection qui s’exerce dans les environnements
aquatiques les plus fortement contaminés peut égale-
ment sélectionner, au détriment des autres, les bac-
téries hébergeant dans leur génome des détermi-
nants génétiques de résistances.

En l’absence de la pression de sélection exercée par
les résidus hydriques d’antibiotiques un pourcentage
faible de souches hébergeant des intégrons de classe
1 contenant des gènes cassettes ou des intégrons
vides reste détectable dans l’environnement hy-
drique. La capacité génétique évolutive des bactéries
peut être, de ce fait, maintenue en l’absence de l’in-
ducteur.

La pression de sélection exercée par les résidus d’an-
tibiotiques présents dans les divers environnements
hydriques représente, ainsi, un vrai portail d’entrée
non seulement à la résistance progressive de souches
environnementales, mais également à la résistance
clinique.

Un traitement adéquat des eaux usées rejetées par
les hôpitaux permettant, à la fois, une détérioration
chimique des résidus d’antibiotiques actifs et autres
substances pharmacologiques actives, ainsi que l’éli-
mination du plus grand nombre de bactéries pré-
sentes dans ces milieux, pourraient représenter une
mesure utile et préventive, non seulement pour
contenir les échecs thérapeutiques et les coûts de la
santé, mais également pour la préservation de notre
environnement aquatique.
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