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Les indicateurs de bactéries
pathogénes résistantes
aux antibiotiques dans les
sédiments du Léman
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Ms. recu le 22 juin 2012, accepté le 29 octobre 2012

I Abstract

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

Despite the growing interest in this issue, many questions remain unanswered, especially about the role of sediment charac-
teristics on the accumulation of FIB and the potential adverse effects for the ecosystem and human health (risks of FIB anti-
biotic resistant). This paper presents an overview of the methods recently developed at the Institute F. -A. Forel for the extrac-
tion and quantification of FIB-MAR in sediments cores collected in the Bay of Vidy (in the vicinity of the city of Lausanne)
which is the most contaminated area of Lake Geneva due to the release by the waste water treatment plant of industrial,
hospital and domestic wastewater. Our research demonstrates that the sediments accumulated in this part of the lake since
almost 50 years are highly contaminated and constitute a reservoir of FIB, FIB-MAR and antibiotic resistance genes that per-
sist in organic-rich sediments.

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

IRésumé

L’évaluation des bactéries indicatrices de contamination fécale dans les lacs d’eau douce, et plus particuliérement I‘occur-
rence de bactéries résistantes aux antibiotiques dans les sédiments, est primordiale. Cet intérét est lié au risque potentiel de
remise en suspension des agents pathogenes qui peuvent affecter la qualité de I'eau et des lors présenter des risques pour
la santé humaine, par exemple lors d’activités récréatives et/ou suite & la consommation d’eau potable contaminée. Deux
stratégies ont été développées pour I'étude de I'accumulation de ces bactéries dans les sédiments lacustres contaminés. La
premiere approche consiste a extraire et a quantifier les bactéries indicatrices de contamination fécale (FIB), y compris
Escherichia coli (E. coli) et Enterococcus spp (ENT) a partir d’échantillons de sédiments, suivi par la caractérisation de bacte-
roides spécifiques pour 'homme par PCR en utilisant des amorces spécifiques et par matrix-assisted laser desorption ioniza-
tion-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). Une seconde approche est basée sur I'évaluation de la résistance
multiple aux antibiotiques (MAR) a partir de FIB isolées.

Malgré I'importance de cette thématique, de nombreuses questions restent en suspens, en particulier concernant le réle des
caractéristiques physico-chimiques des sédiments sur I'accumulation de FIB et les effets négatifs potentiels sur les écosyste-
mes et la santé humaine (risques de résistance aux antibiotiques FIB). Cet article présente un apercu des méthodes récem-
ment mises au point a I'nstitut F.-A. Forel pour I'extraction et la quantification de FIB-MAR dans les carottes de sédiments

' Institut F-A. Forel, Section des Sciences de la Terre et Environnement, Université de Genéve, CP 416, CH-1290 Versoix, Suisse.
* Corresponding author. E-mail: john.pote@unige.ch
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recueillis dans la baie de Vidy qui est la zone la plus contaminée du Léman a cause des rejets des eaux traitées par la station
d'épuration de la ville de Lausanne. Ces eaux usées proviennent de I'industrie, des hdpitaux et des activités domestiques.
Notre recherche démontre que les sédiments qui se sont accumulés dans cette baie depuis 50 ans sont fortement contami-
nés et constituent un réservoir important de FIB, FIB-MAR et de génes de résistance aux antibiotiques qui persistent dans les

sédiments riches en matiere organique.

Mots-clés: Léman, bactéries pathogénes humaines, résistance aux antibiotiques, sédiments, station d’épuration d’eaux

usées

I1. Introduction

La présence de substances toxiques tels les métaux
(Cd, Hg, Cu, Pb, As, Tl, Sn), les polluants organiques
persistants (PCB et HAP), les antibiotiques et les
microorganismes pathogenes dans les systemes lacus-
tres et les réservoirs d’eau potable est principalement
due aux apports par les eaux de ruissellement et des
cours d’eaux qui collectent les rejets industriels et
urbains, mais aussi au rejet des déchets liquides pro-
venant des activités domestiques des particuliers
(Forstner et Wittmann, 1979; Pardos et al., 2004;
Schwarzenbach et al., 2006;. Martinez, 2008). La plu-
part de ces substances toxiques peuvent s’accumuler
dans les sédiments et influencer les écosystemes
aquatiques qui évoluent au cours du temps en fonc-
tion de parameétres naturels (changements clima-
tiques) mais aussi anthropiques (gestion de l'eau
potable et agricole, pollution). De surcroit, les conta-
minants qui s’accumulent au cours du temps dans les
dépots sédimentaires peuvent étre remobilisés a par-
tir des sédiments vers la colonne d’eau, et constituer
ainsi une menace potentielle pour les écosystemes
aquatiques (biodiversité) et la santé humaine. La
remobilisation de ces contaminants peut étre due a
des facteurs naturels (crue ou secheresse) ou
humains (remaniement d’anciens dépdts dans le
cadre de travaux). Le retour des contaminants dans
la chaine alimentaire peut donc se produire par la
remise en suspension des sédiments, mais aussi par
métabolisme microbien ou encore par infiltration
dans la nappe phréatique. En conséquence, les sédi-
ments contaminés peuvent constituer une source
secondaire significative de pollution pour la colonne
d’eau (Wildi et al., 2004; Gillan et al., 2005). Les sédi-
ments contaminés déposés au cours du dernier siecle
dans les lacs utilisés comme source d’eau potable
méritent en conséquence d’étre étudiés dans le cadre
d’'une gestion durable des ressources en eau et des
écosystemes aquatiques.

Les sédiments lacustres riches en matiére organique
d’origine animale ou humaine constituent un réser-
voir important pour les indicateurs de pollution
fécale (FIB) (Haller et al., 2009 a,b; Poté et al.,
2009a). En effet, la concentration en FIB accumulée
peut y étre 100 a 1000 fois supérieure a celle conte-
nue dans la colonne d’eau (Davies et al., 1995). Pour
cette raison, I'évaluation des teneurs en FIB en milieu
aquatique ne devrait pas se limiter aux seuls préleve-
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ments d’échantillons d’eau dont la qualité peut varier
trés rapidement dans le temps et dans l'espace en
fonction de parametres naturels (débit des rivieres,
degré oxygénation) ou anthropiques (pollutions acci-
dentelles ou chroniques). Cette approche peut en
effet fausser 'évaluation des risques potentiels d’ex-
position humaine aux micro-organismes pathogenes
(par exemple lors d’activités récréatives dans les
eaux de baignade) mais aussi 'appréciation de la qua-
lité de I'eau potable (Craig et al., 2004; Haller et al.,
2009a).

Les FIB en milieu aquatique peuvent subir I'influence
de diverses substances, notamment celle des antibio-
tiques. De nombreuses études ont ainsi démontré
que les antibiotiques qui se trouvent disséminés dans
I'environnement peuvent potentiellement exercer
une pression importante sur les microorganismes
autochtones. Ces substances chimiques peuvent deés
lors étre considérées comme des polluants impor-
tants voir dangereux, puisque des bactéries peuvent
étre impliquées dans le transfert de genes de résis-
tances aux antibiotiques (Pruden et al.,, 2006;
Martinez et al., 2009). L'échange naturel de genes
entre bactéries dans l'environnement est un fait
connu (Bertolla et al., 2000). Les trois mécanismes
de transfert horizontal de genes (HGT) identifiés (la
conjugaison, la transduction et la transformation) ont
été largement étudiés (Yin et Stotzky, 1997,
Demanéche et al., 2000). Par conséquent, la pré-
sence de FIB et de bactéries résistantes aux antibio-
tiques dans la colonne d’eau et dans les sédiments
peut affecter la qualité de I'eau mais aussi contribuer
au transfert horizontal de génes (HGT) entre les bac-
téries, ce qui implique la diffusion généralisée de
génes résistants aux antibiotiques (Kiimmerer, 2004;
Demaneche et al., 2008; Thevenon et al., 2012a).

La persistance des bactéries pathogenes résistantes
aux antibiotiques en milieu aquatique, spécialement
dans les lieux de baignades (plages, piscines) et a
proximité de stations de captage d’eau potable,
motive depuis quelques années de nombreuses
recherches dans le domaine de 'environnement et de
la santé publique (Martinez, 2009). L'étude de résis-
tance bactérienne aux antibiotiques dans 'environ-
nement est pertinente pour la santé humaine en rai-
son de I'importance croissante des maladies zoono-
tiques, ainsi que la nécessité de prévoir des nouveaux
agents pathogenes résistants (Allen et al., 2010).
Toutefois, les méthodes de caractérisation et de

Arch.Sci. (2012) 65:165-176 |
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quantification des microorganismes pathogenes (les
coliformes totaux, E.Coli, germes mésophiles anaé-
robies, Entérocoques, salmonelles) dans les sédi-
ments artificiellement enrichis en matiere organique
et en bactéries animales et humaines restent encore
trés peu connues. Le but de la présente synthése est
de présenter les méthodes utilisées pour la quantifi-
cation et la caractérisation des FIB résistant a plu-
sieurs antibiotiques (multiple antibiotic resistant,
MAR) dispersées dans les sédiments, puis de présen-
ter des résultats récemment obtenus a partir de sédi-
ments pollués par les effluents de la station d’épura-
tion (STEP) des eaux usées de la ville de Lausanne
qui sédimentent dans la Baie de Vidy. La Baie de Vidy
est une zone de baignade et de loisirs dont la qualité
des eaux est susceptible d’influencer celle de 'usine
de pompage de St-Sulpice (située a environ 3 km de
distance) qui est la principale source d’eau potable
de la ville de Lausanne. Bien que ce type de pollution
puisse avoir des conséquences majeures pour la bio-
diversité et la santé de I’homme, peu de recherches
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sont encore menées a cette échelle du bassin versant,
sur des sédiments et des bactéries présents dans nos
environnements aquatiques du fait du rejet d’eaux
usées.

12. Méthodes

2.1. Sites d'étude

Le Léman (aussi appelé Lac de Geneve) est le plus
grand réservoir d’eau douce d’Europe occidentale,
avec un volume de 89 km? et une profondeur maxi-
male de 309 m. Le lac a été considéré comme eutro-
phe dans les années 1970 et est devenu mésotrophe
dans les années 1980, apres une réduction drastique
des apports en phosphore (Dorioz et al., 1998).
Environ 700000 personnes sont alimentées en eau
potable provenant du Léman. Lusine de traitement
des eaux usées municipales de Lausanne (STEP de

150 000

534000 535000

LAC LEMAN
300 m

200 m
100m

Fig. 1. En haut: Photos de la STEP de Vidy (& gauche) et de la plage de Vidy en été (& droite) ot il est recommandé de ne pas

se baigner (au centre). En bas: Image satellite de la région étudiée et carte bathymétrique du Lac Léman (modifié de

Thevenon et al., 2011b) avec a gauche un zoom sur la bathymétrie de la Baie de Vidy ou sédimente la matiére en suspension

provenant de la STEP (effluents domestiques, hospitaliers et industriels) (modifié de Thevenon et al. 2012a,). La carte indique

la position du site de carottage (V4) ainsi que la position de Uancien (dés 1964) et de actuel (depuis 2001) exutoire de la

STEP de la ville de Lausanne.
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Fig. 2. Schéma de la procédure analytique
utilisée pour quantifier les FIB dans le
surnageant (S1) et dans ces cellules
bactériennes pures (C1) par la méthode
de membranes filtres (modifié d’apres

Echantillon de
sédiments

l

Poté et al., 2010).

> Na,(PO,)

y

Surnageant (S1)

Surnageant (S1) Quantification et caractérisation de FIB

Vidy) a été construite en 1964 pour
220000 équivalents-habitants, puis
agrandie en 1976. Ses effluents
étaient d’abord déversés a une dis-
tance d’environ 300 m du bord du

Nycodenz Cellules bactériennnes (C1)

A

Quantification et caractérisation de FIB

lac, a 15 m de profondeur (Fig. 1).

La conduite du déversoir a été pro-

longée en 2001 jusqu’a une distance de 700 m de la
rive et & 35 m de profondeur d’eau (Goldscheider et
al., 2007) (Fig. 1). Cest autour de ce point de déver-
sement que se dépose actuellement la matiére en
suspension provenant de la STEP avec pour effet une
augmentation artificielle du taux de sédimentation
compris entre 0.5 a 1 cm/an (Thevenon et al., 2011a;
Loizeau et al., 2004).

Du fait de la présence de cet exutoire, la baie de Vidy
est la zone la plus contaminée du Léman. Lnstitut
F.-A. Forel a mené de nombreuses recherches sur la
dispersion des contaminants organiques et inorga-
niques (éléments traces métalliques ou ETM) dans
les sédiments de surface mais aussi sur 'accumula-
tion de ces polluants au cours des derniéres décen-
nies a l'aide d’enregistrements sédimentaires (ou
carottes) (Loizeau et al., 2004; Pardos et al., 2004;
Wildi et al., 2004; Pote et al., 2008; Thevenon et al.,
2011a). D’autres recherches se sont focalisées sur
Paccumulation des FIB dans les sédiments, sur le role
du substrat sédimentaire et sur la persistance des
bactéries pathogenes (Poté et al., 2009a,b; Haller et
al., 2009a,b; Thevenon et al., 2012b). Nos recherches
les plus récentes sont orientées sur la caractérisation
des FIB MAR dans les sédiments déposés avant et
apres l'installation de la STEP dans la baie de Vidy;
afin de comprendre l'influence des apports exté-
rieurs de matiere organique mais aussi I'impact du
changement du statut trophique du lac au cours du
20¢ siecle (Thevenon et al., 2011b).

2.2. Méthodes de prélévement des sédiments

Nos analyses sont effectuées sur des carottes sédi-
mentaires courtes (30 a 70 cm de long) prélevées
depuis le bateau de I'Institut F.-A. Forel (La Licorne)
a l'aide d’'un carottier gravitaire Uwitec®. Les carot-
tes sont ensuite amenées a Versoix ou elles sont stoc-

I ArcHives Des SCIENCESI

kées dans une chambre froide (4°C) puis rapidement
ouvertes et échantillonnées. L'échantillonnage s’ef-
fectue en continue tous les centimétres pour I'ana-
lyse des parametres physicochimiques (teneur en
eau, granulométrie, teneur et composition de la
matiere organique) et tous les 2 cm pour reconstruire
Paccumulation dans le temps des FIB MAR qui néces-
sitent plus de temps et des cotits analytiques supé-
rieurs.

2.3. Extraction des cellules bactériennes par gradient
Nycodenz

Lextraction des FIB a partir de sédiments riches en
matiere organique peut conduire a une importante
sous-estimation de la quantité de bactéries. En
conséquence, nous avons développé une méthodolo-
gie tres fiable qui consiste a disperser les sédiments
dans une solution d’hexamétaphosphate de sodium a
0.2% puis a séparer les bactéries des particules orga-
niques et minérales en utilisant différentes vitesses
de centrifugation (Haller et al., 2009a; Poté et al.,
2010). En résumé, 100 g de sédiment humide sont
dispersés dans 300 mL d’hexamétaphosphate de
sodium a 0.2%. Le mélange est placé pendant
30 minutes dans un agitateur rotatif et ensuite centri-
fugé a 750 tr/min pendant 15 min a 15°C (Fig. 2).
Le surnageant est alors récupéré dans de l'eau
physiologique et centrifugé a 7500 tr/min pendant
30 minutes. Le culot est ensuite lavé puis récupéré
dans de I'eau physiologique. Les cellules bactérien-
nes et les particules de sédiments sont ensuite sépa-
rées par ultracentrifugation a grande vitesse (15000
tr/min pendant 1 h & 10°C) en ajoutant du Nycodenz
(0.8 g/). Une couche blanche de cellules bactérien-
nes (anneau bactérien) se forme a l'interface entre
Nycodenz et la couche sus-jacente aqueuse. Cette
couche blanche est soigneusement récupérée et

Arch.Sci. (2012) 65:165-176 |
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Table 1. Les amorces et leurs cibles utilisées Amorces Cible Séquences T (°C) Référence
pour la caractérisation d’Escherichia coli, des ECA75F : b GGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGAC
enera oll
Entérocoques et des genes de résistance a la ECAG19R 60 Sabat et al. 2000
. AGCCCGGGGATTTCACATCTGACTT
Jamille de beta-lactame. A
Ent1 TACTGACAAACCATTCATGATG
General 5549 Ke etal. 1999/
Enterococci Morrison et al. 2008
Ent2 AACTTCGTCACCAACGCGAAC
mélangée avec un volume égal d’eau Amoxycillin /
s 5 ¥ icillin / B~ GAAGACGAAAGGGC
stérile ultra pure. Les cellules bacté-  [BaTEM-F | Ampicilin/p Gt -
. b o . TEMR lactames gene ACGCTCAGTGGAACGAAAAC a0 Belasouaiiehal d9ad
riennes pures ainsi obtenues servent a resistant
la quantifier les FIB par les méthodes  |HF183/134 | human HF183 ATCATGAGTTCACATGTCCG g Bernhard and Field,
: ) human HF134 ATCARGTCACATGTCCCG 2000/ Ahmed et al.,
con\{ent19nnelles ou par l'approche o S e s
moléculaire.
CF128/193 | ruminant CF128 | CCAACYTTCCCGWTACTC 60 Bernhard and Field,
ruminant CF193 | TATGAAAGCTCCGGCC 61 2000
Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTG

2.4. Quantification des FIB par
I'approche conventionnelle

Les législations de 1'Union Européenne et Suisse
(OHyg, 2005) pour la détermination de la qualité de
I'eau prévoient la quantification d’E. coli et ENT par
différentes méthodes de culture. Les FIB sont quan-
tifiées a partir du surnageant (Haller et al., 2009a) ou
a partir de l'anneau bactérien (Poté et al., 2010)
apreés filtration sur membranes (en cellulose de 0.45
pm de porosité) de 100 mL d’échantillon a différentes
dilutions; puis incubation a différentes températures
des membranes dans des boites de pétri en utilisant
successivement différents milieux sélectifs (Haller et
al., 2009a; Pote et al., 2009). Les résultats sont expri-
meés en unités format colonies par 100 g de sédiments
secs (CFU/100 g). La reproductibilité de la méthode
d’analyse (mesure en triplicat d’échantillons) donne
un coefficient de variation moyenne de 13% pour Z.
colt et 8% pour les ENT.

2.5. Confirmation des FIB isolés sur les milieux sélectifs

Les E. coli et ENT isolées sur les milieux sélectifs
peuvent étre identifiées par PCR en utilisant les
amorces spécifiques. Ces amorces permettent de
cibler les séquences des genes afin de savoir siles FIB
sont d’origines humaines ou animales (Table 1).

La méthode de spectrométrie de masse «Matriz-
assisted laser desorption tonization-time of flight
mass spectrometry» (MALDI-TOF MS) (Tonolla et
al., 2009; Benagli et al., 2011) est basée sur la détec-
tion et I'identification de protéines par la détermina-
tion du poids moléculaire de fragments spécifiques
individuels bactériens.

2.6. Evaluation des bactéries multi-résistantes aux
antibiotiques par I'approche culturale

Les tests de résistance aux antibiotiques peuvent
étre réalisés sur E. coli et ENT par la méthode de
culture apreés leur confirmation par PCR et/ou

I ArcHIves pes SCIENCESI

MALDI-TOF MS. Cette méthode consiste préalable-
ment a définir les concentrations minima d’inhibi-
tion des antibiotiques a utiliser (Andrews, 2001;
Choi et al., 2003; Saenz et al., 2004; Demaneche et
al., 2008). Pour énumérer les FIB-MAR, des dilu-
tions appropriées de suspension de 'anneau bacté-
rien extraites des sédiments sont réparties dans les
milieux appropriés aux £. colt et ENT. Ces milieux
sont inoculés avec des solutions d’antibiotiques a
différentes concentrations. Un mélange composé
des antibiotiques suivants est utilisé: ampicilline,
tétracycline, amoxicilline, chloramphénicol et éry-
thromycine (Sigma, USA); chaque antibiotique se
trouve a une concentration finale de 20 ng mL! et
2 pg mL! pour I'évaluation de résistance d’E. cols et
d’ENT respectivement. Les pourcentages de FIB-
MAR sont ensuite calculés par approche statistique
comme précédemment décrit par Thevenon et al.
(2012a).

2.7. Evaluation des bactéries multi-résistantes aux
antibiotiques par approche moléculaire

Etant donné que moins de 10% des bactéries présen-
tes dans les sédiments sont cultivables (Thevenon et
al., 2011b), la méthode de I'approche culturale sous-
estime largement la quantification des bactéries dans
I'environnement. approche moléculaire par PCR et
PCR quantitative est pour cette raison de plus en plus
utilisée pour caractériser et quantifier les bactéries
dans les différents compartiments environnemen-
taux, y compris dans les sédiments et les eaux de sur-
face. Nous avons utilisé cette approche dans nos
récentes recherches afin de caractériser la biomasse
bactérienne dans des profils sédimentaires et ainsi
détecter les genes de résistance aux antibiotiques,
non seulement dans les indicateurs pathogénes mais
aussi dans 'ensemble de la communauté bactérienne
de la baie de Vidy (voir les détails dans Haller et al.,
2011 et Thevenon et al., 2012 b).

Arch.Sci. (2012) 65:165-176 |
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Fig. 3. Escherichia coli (E. coli) et Entérocoques (ENT) (CFU 100 g), leur résistance respective aux antibiotiques, et le pourcentage
d’Enterococcus faecalis mesurés en fonction de la profondeur sur la carotte V4. A droite est reporté le *Cs mesuré sur une carotte
(Vs14) prélevée au méme endroit (Glass-Haller 2010). La maximum de '37Cs localise 'année 1964 qui correspond au maximum des retom-
bées atmosphériques dues aux essais nucléaires et qui coincide avec le début des rejets de la STEP de Lausanne dans la Baie de Vidy

(modifié de Thevenon et al., 2011b et 2012a,b).

13. Résultats et discussion

Depuis une dizaine d’année, les chercheurs de
I'Institut F.-A. Forel travaillent sur le site de la baie de
Vidy dans le cadre de recherches pluridisciplinaires
qui se sont récemment enrichies de I'approche micro-
biologique. Cet article présente des résultats inédits
et synthétise les données récemment publiés sur les
sédiments pollués de la baie de Vidy, afin de mieux
comprendre l'influence des rejets des eaux usées
dans I'environnement aquatique et plus précisément
leur impact sur la communauté bactérienne vivant
dans les sédiments. Létude de carottes de sédiments
permet de remonter dans le temps et de comparer les
sédiments qui se sont déposés avant et apres la mise
en place de la STEP de Lausanne en 1964. Cette
approche est rendue possible en mesurant le césium
(13"Cs) radiogénique par comptage gamma dans les
profils sédimentaires étudiés. En effet, le maximum
des retombées de ¥7Cs en Europe a eu lieu en 1964
lors du maximum des essais nucléaires atmosphé-
riques dans le monde. Lidentification de ce repere
chronologique dans nos carottes permet donc de
localiser trés précisément les sédiments qui se sont
déposés lors de la mise en place de la STEP de
Lausanne en 1964 (Fig. 3). En revanche, le pic de
137Cs 1ié a I'accident nucléaire de Tchernobyl (qui est
généralement utilisé pour détecter les sédiments
déposés en 1986) n’est pas détecté dans la Baie de
Vidy en raison de I'abondance des sédiments anthro-
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pogéniques qui diluent fortement la fraction
atmosphérique apportée dans la baie par ruissele-
ment naturel.

3.1. Distribution des pathogénes dans les sédiments de
la baie de Vidy

Les sédiments de la baie de Vidy sont enrichis en
nutriments (C,,: 4 & 12%, N: 0.5 a 1.5%, P: 5 a
25 mg/g) et en éléments traces métalliques (Hg: 0.3 a
20 pg/g, Pb: 60 a 1000 ng/g) (Thevenon et al., 2011a,
2012b). La teneur en matiére organique peut attein-
dre 30% pour les sédiments de surface proches de
I'exutoire de la STEP (site V4, Fig. 1) alors que les
valeurs moyennes des sédiments déposés au cours du
vingtieme siecle dans les parties profondes du Grand
Lac (309 m) et du Petit Lac (Creux-de-Genthod,
50 m) se situent aux environs de 6% (Pote et al.,
2008; Thevenon et al., 2011b). Ces caractéristiques
font que ces sédiments peuvent constituer un réser-
voir important de FIB (Haller et al., 2009 a,b).

Pour évaluer la distribution des pathogenes dans les
sédiments de la baie de Vidy, nous avons quantifié les
FIB dans le surnageant (S1) et dans ces cellules bac-
tériennes pures (C1) par la méthode de filtration sur
membranes (Fig. 2). Le choix de comparer ces 2 éta-
pes a été motivé par le fait que certaines substances
se trouvant dans les sédiments peuvent inhiber la
croissances des certaines bactéries, y compris les
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Table 2. Distribution et comparaison des souches d’Escherichia coli (E. coli) et d’Entérocoques (ENT) quantifiées (CFU 100 g') dans
le surnageant* (S1) et dans les cellules bactériennes extraites par Nycodenz gradient centrifugation®* (C1) dans les sédiments de la Baie

de Vidy (site V4).

22.3(1.8) 7.8(2.2)

25.1(3.6) 6.4 (0.9)
10 1. 7:(1:3) 3.4(0.5)
14 14.8 (2.9) 4.3(0.2)
18 13.8 (2.6) 3.9(0.2)
22 0.17 (0.01) 0.23 (0.04)

* La premiére étape apres la faible centrifugation a 750 tr/min

Site V4

16.9 (3.7) 4.7 (0.6)
19.4 (4.2) 4.9(0.3)
9174(2.9) 1.9 (0.06)
8.6 (2.4) 2.8(0.4)
9.4 (1.6) 1.7 (0.6)
0.045 (0.01) 0.05 (0.007)

** Cellules pures bactériennes aprés séparation avec les particules de sédiments en grande vitesse de centrifugation 15000 tr/min

indicateurs de la pollution fécale (Davies et al., 1995;
Maron et al., 2006; Poté et al., 2009a, 2010). Les résul-
tats de nos analyses montrent de tres fortes concen-
trations en FIB dans les sédiments récemment dépo-
sés au site V4 (Table 2). Toutefois, dans S1, la teneur
en K. coli varie de 0.17 &4 33.2 108 CFU/100 g alors que
cette teneur varie de 0.04 a 28.6 10 CFU/100 g dans
C1. Pour les Entérocoques, la teneur varie de 0.02 a
7.8 et de 0.01 4 5.1 CFU/100 g pour S1 et C1, respecti-
vement. La comparaison de ces 2 étapes montre que
la quantification a partir de S1 permet d’isoler environ
20% de FIB de plus que dans le C1, cela a cause de
pertes de certaines bactéries avant le recouvrement
total des cellules bactériennes (Furtado et Casper,
2000; Maron et al., 2006). Néanmoins, I'approche par
centrifugation Nycondez permet de séparer les bacté-
ries des autres particules présentes dans les sols et les
sédiments, afin d’obtenir des cellules bactériennes
pures prétes pour l'application des approches méta-
génomiques (Courtois et al., 2001; Bertrand et al.,
2005; Pote et al., 2010). Comme I'indiquent nos résul-
tats (Table 3 et Fig. 3), la concentration des FIB est

tres élevée (de l'ordre de 109 CFU/100 g) dans les
sédiments enrichis en matiere organique de la Baie de
Vidy a cause des effluents de la STEP (Haller et al.,
2009a,b, Thevenon et al., 2012a).

3.2. Caractérisation des indicateurs pathogénes dans
les sédiments

Les E. coli et ENT isolées a partir des sédiments par
filtration sur membrane ont été caractérisées par
amplification PCR en utilisant les amorces spécifiques
(Table 1) et par MALDI-TOF MS. Liamplification PCR
réalisée sur les colonies bactériennes isolées sur les
membranes de filtration et sur '’ADN extrait de C1 en
utilisant les amorces ECAT5F/ECA619R (pour E. col?)
et Entl/Ent2 (pour les Entérocoques) ont confirmé la
présence d’E. coli et d’Entérocoques dans les sédi-
ments de la carotte V4 au dessus de 24 cm de profon-
deur (Table 3 et Fig. 3). Les séquences de MALDI-TOF
MS ont confirmé la prédominance des E. Faecalis et
E. Faecium (50 a 90%) pour les sédiments déposés

Table 3. Distribution d’Escherichia coli et ’Entérocoque résistantes aux antibiotiques dans le profil sédimentaire de la carotte V4 (modi-

fié de Thevenon et al., 2012 b)

** analyses non effectuées
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durant cette période qui correspond probablement a la
période d’eutrophisation du lac (Thevenon et al.,
2011a). DLamplification PCR par les amorces
HF183/134/Bac 708R a indiqué la présence des FIB
d’origine humaine a plus de 95% pour les sédiments
de surface du site V4, tandis que les PCRs par
CF'128/193/Bac708R n'ont montré aucune présence de
FIB d’origine animale. Il est connu que . coli et ENT
d’origine animale ou humaine peuvent étre trouvées
dans les différents compartiments environnementaux
(Ke et al., 1999). Nos recherches effectuées en condi-
tions controlées (dans les microcosmes) démontrent
que ces bactéries peuvent persister dans les sédiments
lacustres contaminés par les rejets d’eaux usées et se
multiplier dans certaines conditions environnementa-
les (Haller et al., 2009b; Poté et al., 2009).

Les résultats de notre étude indiquent que les sédi-
ments trés riches en matiere organique de la baie de
Vidy qui recoit les effluents de la STEP de Lausanne
constituent un grand réservoir de FIB d’origine
humaine. Damplification PCR et MALDI-TOF MS dans
des profils sédimentaires de la Baie de Vidy confirme
que ces bactéries se sont accumulées depuis environ
20 ans et persistent dans les sédiments lacustres
(Thevenon et al., 2012a). Toutefois, il est important de
noter que 'augmentation importante de I'activité bac-
térienne (profils d’adénosine triphosphate [ATP])
reconstruite a partir d’enregistrements de la Baie de
Vidy est synchrone d’'une augmentation de l'activité
bactérienne dans les sédiments profonds du Grand Lac
et du Petit Lac (Thevenon et al., 2011b). Ceci suggere
que cet évenement qui est le plus important du siecle
n’est donc pas di & un changement de source (la STEP
de Lausanne) mais bien a un changement du systeme
lacustre qui s’eutrophie dans les années 1970 du fait
d’un exces de nutriments rejetés dans le lac. Bien que
le niveau trophique du lac ait baissé au cours des der-
nieres décennies, I'activité bactérienne demeure anor-
malement élevée dans les différents types de sédi-
ments de surface du Léman (Thevenon et al., 2011b).
Lanalyse phylogénétique de 16S ARNr a d’ailleurs
montré que les clones de bactéries sulfato-réductrices
et ferri-réductrice (Geobacter sp.) étaient plus abon-
dants dans les sédiments fortement contaminés de la
Baie de Vidy en comparaison des sédiments non affec-
tés par le rejet d’eaux usées; mais aussi que les compo-
sitions des communautés microbiennes étaient en
chaque site corrélées aux variables environnementales
étudiées (matieére organique, nutriments et métaux)
(Haller et al., 2011).

3.3. Evaluation des résistances aux antibiotiques

Lévaluation de résistances de FIB a été réalisée en
utilisant le mélange de 5 antibiotiques (ampicilline,
tétracycline, amoxicilline, chloramphénicol et éry-
thromycine [Sigma, USA]); chaque antibiotique se
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trouve a une concentration finale de 20 ng mL-1 pour
I’évaluation de résistance d’E. coli et 2 une concentra-
tion finale de 2 pg mlL-1 pour I'évaluation de résis-
tance A’ENT. Une autre famille d’antibiotique, notam-
ment celle de beta-lactame communément utilisée en
médecine, a été utilisée a la concentration de 100 ng
mL*. Les résultats indiquent une forte résistance des
bactéries aux antibiotiques utilisés, notamment a la
famille de bata-lactame, avec des valeurs allant
jusqu’a 48% pour E. coli et 37% pour les ENT. La
résistance est moins significatif pour le mélange des
5 antibiotiques, avec une valeur maximale de 4.6%
(Thevenon et al., 2011b).

Cette résistance bactérienne aux antibiotiques ne
semble pas directement liée a I'implantation de la
STEP en 1964 puisqu’elle augmente considérable-
ment dans les sédiments accumulés dans les années
1970 lorsque lactivité bactérienne augmente elle
aussi fortement (Thevenon et al., 2012b) (Fig. 3).
Toutefois, selon une étude récente (Czekalski et al.,
2012), les effluents hospitaliers contiennent la charge
la plus élevée de bactéries MAR et de genes de résis-
tance aux antibiotiques. Il en est de méme des sédi-
ments de la baie de Vidy qui recoivent les effluents de
la STEP, et qui peuvent étre considérés comme un
grand réservoir des bactéries MAR.

Etant donné que moins de 10% des bactéries sont cul-
tivables, nous avons détecté les génes de résistance
aux antibiotiques par la méthode moléculaire.
Lamplification PCR pour la détection de genes de
résistance a la famille de beta-lactame (Table 1) a été
effectuée sur TADN extrait des cellules bactériennes
et sur les colonies de E. coli et ENT isolées. Les
signaux positifs de genes de résistance a la famille de
beta-lactame ont été observés dans les sédiments
récemment déposés. Ces résultats suggerent que la
communauté bactérienne a probablement acquis des
genes de résistances aux antibiotiques provenant
essentiellement des effluents de la STEP (Pruden et
al., 2006). Toutefois, des études complémentaires
sont en cours pour quantifier les genes de résistances
par PCR quantitative afin de caractériser non seule-
ment le degré de résistance de différentes familles
d’antibiotique, mais aussi le phénomene de transfert
horizontal de genes entre les différentes communau-
tés bactériennes dans les sédiments contaminés par le
rejet d’eaux usées de la Baie de Vidy.

i4. Conclusion

Nos résultats montrent que les sédiments artificielle-
ment enrichis en matiere organique par les effluents
d'une STEP comme ceux de la Baie de Vidy consti-
tuent un réservoir important de bactéries pathoge-
nes. De plus, ces bactéries peuvent étre multi-résis-
tantes aux différentes familles d’antibiotiques comme
celle de beta-lactame. Ces résultats confirment I'im-
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pact des effluents partiellement traités des STEP sur
I'environnement aquatique et plus particulierement
sur la qualité bactérienne des eaux de surface.
Lamplification PCR et MALDI-TOF MS a confirmé
que la pollution bactérienne des sédiments de la baie
de Vidy est essentiellement due aux coliformes d’ori-
gine humaine (présence de bactéroides humaines).
Le risque majeur est la remobilisation de ces bacté-
ries vers la colonne d’eau par des processus physico-
chimiques ou par remobilisation des sédiments, soit
par des processus naturels (glissement gravitaire)
soit par des activités humaines (activités récréatives,
travaux). Cette remobilisation entrainerait la dégra-
dation de la qualité de 'eau et d'importants risques
pour la santé humaine. Sachant que les sédiments de
la baie de Vidy sont soumis depuis presque 50 ans a
une forte contamination organique et bactérienne,
des recherches supplémentaires sont nécessaires
pour mieux comprendre la persistance et la repro-
duction des bactéries pathogenes, la dissémination
des genes d’antibiotiques et le transfert horizontal
entre bactéries dans un substrat sédimentaire forte-
ment enrichi en nutriments mais aussi contaminé en
ETM. Le role de la biomasse bactérienne sur la remo-
bilisation des contaminants a partir des sédiments
vers la colonne d’eau doit également faire l'objet de
recherches approfondies.
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