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Les antibiotiques et des genes de résistance aux
antibiotiques présents bien avant I’'Homme
» Microorganismes producteurs

d’antibiotiques, et genes de
résistance, bien avant |'apparition de
I’'THomme (D’Costa et al., 201;1 Bhullard et al., 2012)

Des concentrations en antibiotiques
in situ, pour lesquelles ['effet
bactéricide ou  bactériostatique,
emblématique de ces molécules, n'est
pas observe (Aminov, 2009 ; Allen, 2010).

Le sol : réservoir actuel de
microorganismes  producteurs et

genes de résistance inconnus  (Nesme &
Simonet, 2015)

Role? : communication inter cellulaire

(Gillings, 2013)
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Antibiotic resistance is ancient
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La fin de I’ere des antibiotiques ?

Découverte des antibiotiques (1929)
avancées majeures en médecine

Penicillium chrysogenum

» 2001: Uantibiorésistance bactérienne est un probléme de
santé mondiale (OMS)

» 2014 ( et 2016): Progression constante avec des prévisions
pessimistes ( OMS)

> Across the world, the vast majority of medically important antibiotics for
human health (by weight) are not used in human medicine, but in veterinary
medicine
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Mortalité imputable aux bactéries antibiorésistantes
( projection 2050)
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» Impasse thérapeutique

" ..~ »Décés 12 500 personnes par
, \3‘;" an en France (colomb-cotinat v, 2012)
o Py ... A8 - »Quel est le role de
e Ren. 4 I’environnement (OMS 2014,
2016) ?

Mortality per 10,000 population

5 6 7 8 9 10 >
Sugden et al, Nature Microbiology 2016

=» En France, rapport Carlet 2015 aboutit a feuille de route du
ministere :

" projets d’'observatoires « Santé Environnement » repris
dans la prospective SIC CNRS

= 2018 : revue systématique , Groupe de réflexion national
piloté par 'INSERM ( AVISAN), JPIAMR

= 2019: CSF Santé — Antibiorésistance, 2020 ANR dédié

= Autosaisine (2018) et Recommandations ANSES 2020 *

Number of deaths




L’eau réceptacle et/ou vecteur de
I’antibiorésistance ?

Rejets d’antibiotiques et de Evénements
bactéries antibiorésistantes climatiques extrémes
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L'environnement favorable a la dissémination de
I’antibiorésistance ?

Transfert des genes de résistance aux
antibiotiques sein des populations

, . Des environnements
bactériennes

favorables (Hot Spot)

» Transfert de Plasmides
Et/ou

» Transfert et Transposition
d’éléments génétiques mobiles
capable de s’insérer dans le génome
( évenements rares mais dont la
frégquence augmente en réponse au
stress environnementaux)

Moderate human-associated Intense human-associated
antibiotic exposure antibiotic exposure

£ s 2 Capture . Bacteri
Evenements rares dont la fréquence sacers Conmuniy, <\$’ r \ //Q‘
varie de 1043 10" ‘ ’ e, f ——P\\ )=

Furuya Nature 2004 C
>

Facteurs favorables :

- présence d’éléments antimicrobiens (métaux , biocides, pesticides)van aenetal, 2018

- les concentrations subinhibitrices de certains antibiotiques ( Quinolones) andersson &
Hughes Nature Reviews Microbiology, 2014 6

Artibiotic Selection

erght ) Comrent Opinica in Micxobiobgy




L'environnement favorable a la dissémination de
I’antibiorésistance ?

Role des antibiotiques : Les fluoroquinolones, les B-lactamines et
les aminoglycosides, a des concentrations sub-inhibitrices (sub-
MIC) induisent la réponse SOS et I'activation de RposS.

Sub-MIC antibiotic concentrations
(luoroquinolones, b-lactams and aminoglycosides)

SRNA NN\
/i /ﬁ AN AN ININININ, Error-prone DNA l Replicative DNA
/& Y ~7 7 S polymerase polymerase
e B
Prophage ICEinduction Integron Transposition
induction recombination

Inhibition of mismatch repair

HGT and recombination Mutagenesis

» Transposition favorisée,

» Augmentation du taux de mutations pendant la réplication

Andersson & Hughes Nature Reviews Microbiology, 2014



L'environnement favorable a la dissémination de
I’antibiorésistance ?

Role des « co-sélecteurs » : métaux biocides, pesticides
(Berendonck 2012, Wales et David 2015)

Transfert des genes de résistance Environnements favorables

&
v = .

Extrapolation d’expérimentations en laboratoire?

» Observation de co 0CCUrrence ( Henriques et al, 2016, bickinson et al 2018, Ji et al, 2012, Devarajan
2015) et relation de causalité

» Pal et al (2017), approche métagénomique: les co- transferts auraient
principalement lieu chez 'Homme? , poursuivre I'étude dans lI'environnement



Quels marqueurs de la dissémination de
I’antibiorésistance dans I’environnement?

Un margueur commun a tous les compartiments
Escherichia coli

Escherichia coli
Gram négatif
y-proteobacteria
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» Le concept : « One Health »
The One Health Triad

L

Figure 3.1. Escherichia coli. Distribution of isolates: fully susceptible and resistant to one, two, three, four and
five antimicrobial groups (among isol tested i inopenicillins, fluoroquinol third-generation
cephalosporins, aminoglycosides and carbap ), EU/EEA countries, 2018

Finland (2921/5057)
Norway (3875/3880)
Estonia (448/850)
Netherlands (7006/7016)
Denmark (4076/5398)
Germany (20322/21521)
Austria (5262/5686)
Slovenia (1668/1668)
France (11911/12645)
Latvia (341/348)
Portugal (5662/5921)
Luxembourg (413/424)
Belgium (3619/4675)
Greece (1439/1642)
Lithuania (1087/1109)

Iceland (190/198)
Croatia (1127/1216)
United Kingdom (24949/32571)

Malta (332/332)

Country (included isolates/total reported isolates)

» E. coli résistant au
céphalosporine de 3¢me e

génération retenue e

Ireland (3232/3239)

comme especes a suivre

Percentage of total
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Data are only displayed for countries providing this information for 50% or more of the isolates.
’ ) * Only data from isolates tested against all included antimicrobial groups (aminopenicillins, fluoroquinolones, third-generation cephalosporins, aminoglycosides 20 18

and carbapenems) were included in the analysis.
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Quels marqueurs de la dissémination de
l'antibiorésistance dans I'environnement?

Les intégrons cliniques: supports génétiques
impliqués dans la multirésistance de souches

d’intérét clinique

Circular gene cassette

Intl mediated
recombination

ﬁ Cassette inserted into array
S intl Pc attl attC attC attC 1

Contaminants xénogénétiques, marqueurs
de la dissémination de I'antibiorésistance (

Gillings 2015) :
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Fig. 1. Box-whisker plot of antimicrobial resistance ranges (the number o

al classes to which isolates were resistant) of integron-harborin coli isolates frol

clinical specimens, wastewater treatment plant
downstream and upstream the WWTP outlet.
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» Recommandation ANSES 2020 : Intégron clinique Intl 1 et sull

(1)
0% 10% 20% 30%  40% 50%  60% 70% 80% 90%  100%

intll harboring gene casse ttes
intll lacking gene cassettes

Borruso et al, 2016 "



Quel est le risque majeur pour la santé publique, lié
a I'environnement?

=» Transfert de génes des microorganismes de
I’environnement a des souches pathogenes:

- la B-lactamase a spectre étendu (BLSE) de
type CTX-M ( gene de Kluyvera) poirel et al, 2002

- la résistance aux quinolones (géne gnrA de
Shewanella) , poirel et al, 2005

J

aTra nSfert de génes d’Origine C“niQUe é des « La clairvoyance~ (1936, 54 x 65, Galerie Isy Brachot, Bruxelles)
bactéries de I'environnement, pathogenes Attention aux raccourcis
opportunistes pour I’'Homme ( ex: Pseudomonas, ) mediatiques

Al
René Magritte (1898-1967)
6

facteurs favorables : la multi exposition chronique a des concentrations
subinhibitrices en antibiotiques et aux contaminants chimiques

Risque difficile a évaluer, car il s’agit d’évenements rares, a une échelle de temps
difficile a déterminer: identifier les sites « hot spots » et périodes favorables



L'abondance en bactéries antibiorésistantes reflete le
niveau d’anthropisation du bassin versant

76 000 km* . ¥ R
2 .';':_ St AT
16 M habitants g, "« _,_:,,'3;.«‘ % Woris

Occupation du sols (2006)
| Zone Urbain

Grandes cultures
Prairies

B Forét

Intestinal enterococci MAR index

100 km
J

Servais et Passerat, 2009

Le bassin versant de la Seine
(75,000 km?) est fortement
anthropisé (densité humaine
activité industrielle , et
agriculture intensive) .
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» Les principales sources de contamination par ordre d’importance : rejets
hospitaliers, STEUs (71%)> STEUs municipales (44%) > rejets diffus d’origine
agricoles (16%) > rejets diffus zones forestieres (2%). (% E.coli) en accord avec Zhu et

al ( Nature microbiology, 2017)
2' Zones

Ateliers

12



Vulnérabilité des rivieres a la contamination par des
antibiotiques ( Orge)

Trimetoprime Tetracycline
W Sulfamethoxazole ™ Ofloxacine
Morfloxacine ® Enrofloxacine
B Enoxacine B Ciprofloxacine
P . @ ZER W B Amoxicilline H2O0 B Flumeguine
g/ ; v I%EE;W"‘S E— : B Erythromycine B Ac oxolinigue
\\\ / Corine Land Cover (2012)
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= Eau: Amoxicilline, Sulfamethoxazole and Tetracycline metis
= biofilms: occurence of fluoroquinolones and tetracycline \/@ﬁi‘ﬁ

= Augmentation a |'aval des rejets de la STEU UMR METIS EPHE
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Vulnérabilité des rivieres a la contamination par des
E. coli antibiorésistantes ( Orge)

Biofilms Abondance E. coli =~ % E. coli possédant int/_1
+
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* Les biofilms et sédiments sont des zones de piégeage d’E. coli porteur d’intégrons
cliniques de classe 1

e Sur les sites aval les plus urbanisés : 7 et 18 % de souches portent des intégrons
cliniques de classe 1 cne  (Ceiter ZNEmE. ANSES 3 -
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Résilience des rivieres a la contamination
par des E. coli antibiorésistantes ?

Impact d’une contamination accidentelle consécutive a un événement pluvieux

extréme ( site amont )
E. coli cultivables E. coli qPCR (viables et mortes_ADN)
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Les poissons sauvages vecteurs de I'antibiorésistance
?

» Bollache et al, 2019: les poissons a proximité des STEUs peuvent étre vecteurs
de E.coli BLSE

Résistances aux antibiotiques des entérobactries isolées
de poissons de I'Orge

FEBI T ¥
B ¥ o

2N R

R

7 ﬂ: X

eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

89 poissons, 8 especes sur les sites 1,2, 3

Projet lauréat ICAR MITI -80 @
» Aucun antibiotique détecté dans le poisson sauvage (muscle)

» Pas de variation spatiale

» 71,4% E.coli resistant a au moins 1 antibiotique

» Aucune souche multi-résistante

» Aucune souche portant un intégron clinique de classe 1 (0/130)

Seine  (erter 2 *.‘:-f:u@ These E.Marchand UMRM2C/ METIS EPHE



rescriptions et contamination en antibiotique
des effluents hospitaliers i
Hopital

[:] Tetracxiizides 87 patients

Maison_de retraite Centre mé‘;dicaj
180 résidents

Macrolides Sufonamid 4328
ultonamides ours
Quinolone 10 ans en Quinolone J
. fluoroguinolone
fluoroquinolone moyenne
Cephalosporine
Penicillin

Cephalosporin

Penicillin

»Pénicilline majoritairement prescrite
Antibiotic concentration in effluent (ug.L1)

180 180
160 160
140 140
i

80 100

80
60
40
20
0

60
40
20

Penicillin

Quinolone Macrolides

Céphalosporine Quinolone § Macrolides

» Dans les effluents hospitaliers, les antibiotiques les plus persistants
sont détectés : quinolones, céphalosporines, macrolides oberi¢ et al, 2012

2nmes. & Q. @

Saine-Aval Coticre



Devenir des antibiotiques
continuum centre de soms statlon d’epuratlon riviere

E Penicillin
E Cephalosporine

Quinolone
flueroguinclone

D/- Sulfanamides
l/{ o
—Tetgyclmes

. . ' . . “ Macrolides

WWTP influent WWTP effluent

Quinolones: 1ng. Lt
Sulfonamides: 5 ng. L1
Macrolides: 1 ng.Lt?

» Diminution des concentrations le long du continuum (pg.L-1 a ng.L-1)
» Les antibiotiques les plus stables persistent dans I'environnement

Zones Ecosphére
Ateliers g Continerttale et @
Seine-Aval Coticre

Berthe et al, 2013, Oberlé et al, 2012



Devenir des souches Enterocoques antibiorésistants
continuum centre de soins -station d’épuration - riviere

100 1 Yo o' E-faeciomrésistants aux macrotides r 100
90 4 = af
Contenu
&0 [ _--_-_---'-'-----.________--~ [
as 7 7"
70 L 20 'E genethue
w
s 7 80 = | ermB
=0 7 =0 E B =rmB + mefA
a0 40 g
= merfd
30 E{n] E
-
20 4 L 20 © B Unknown genes

10 7

= B lII I_II T
'5 Entrée Sortie
STEP

» Le long du continuum hospitalier: proportion constante en Enterococcus
faecium résistants aux macrolides

» A 'hOpital: pourcentage élevé d’Enterococcus faecium résistants aux
macrolides contenant le gene erm(B) et du complexe clonal CC17

» Dans la STEP et la riviere: des génes différents sont responsables de la
résistance aux macrolides Leclercq et al, 2013

7)), Zones Ecphire i Inserm
Ateliers Oorkineskdleset ° s

Saine-Aval Coticre



Devenir des souches E.coli antibiorésistantes
continuum centre de soins -station d’épuration - riviere

Quel devenir des E.coli résistantes aux antibiotiques ?

100,0 [ Résistance a au moins 3 antibiotiques B intégron de classe 1 35
90,0
g ;\ - 30
% 80,0 \
w700 \ 25
2]
2 600 \ \ O ce 2
S un S
S 500 \ i Nce A =
. \ v' (’Ia —
L]
40,0 \ Ss/ in 5o
s "9rong =
30,0 10

e
I N e
ﬁo
B oA o @

STEU
Hopital Maison de
retraite

» Diminution du nombre d’isolats d’E. coli antibiorésistantes, avec

un intégron de classe 1
2' Zones g mea @ II"I Inserm «% Berthe et al, 2013, Oberlé et al, 2012

Ateliers Ot
Seine-Aval Cotiere
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Survie des souches d’ E. coli antibiorésistantes
dans l'eau

Quel devenir des E.coli résistantes aux antibiotiques ?

R 1-2 Resistant to 1or 2 antibiotics

A
T,

g/ el & S Susceptible to the 17 antibiotics tested
_ Y
14 jours 25
10° C
& 20 R1-2
[
@ 15
‘ﬁ 2]
:ﬁ 10 R1-2
g R1-2
= 5
Microcosme eau (88 isolats d’eau) . S S S S

7-14 4-6 2-4 <2days
»La majorité des souches résistantes a au moins 3 antibiotiques perdent
leur cultivabilité avant 4 jours.

» Le long du continuum hospitalier les souches multirésistantes

disparaissent au profit de souches mieux adaptées a cet environnement

Berthe et al., 2013
21

. I
Zones Ecosphére i Inserm‘ﬁ
Ateliers Contlochlyeck . lame

Seine-Aval



Persistence des antibiotiques dans des archives
sédimentaires

Concentration in sediment (ug kg )

norfloxacin flumequine oxolinic acid sulfamethoxazole nalidixic acid
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“ Approximative commercialization dates (Arboit et al. 1997, Bergogne-Bérézin and Dellamonica 1999).

» Sulfamethoxazole, et les quinolones (flumequine, acide oxolinic et
I'acide nalidixique) persistent dans des carottes sédimentaires avec
des maxima a 30 cm de profondeur (1985-1990).

Zones
Ateliers

Tamtam et al,2011 99



Occurrence d’intégrons clinique dans des archives
sédimentaires (40 ans)

Relative abundance of Intl 1 (% Seine-Aval
intll

0 5 10 15 .

2008
2003,6
1998,4
1990,3

1989
1985,7
1983,3
1980,9
1976,4
1974,9
1973,2
1972,7
1971,5

1971

Kaci et al, 2012, 2014 1970,4
Thiebault et al a soumettre, 2020 1970,1

Echelle

- _‘i-‘»

.
R |'_|-—-..
Tube alg:de 6m

Zone de dépot non perturbée depuis 1960
Dans une zone urbanisées a proximité d’un rejet
de STEU

» En Estuaire de Seine les vasiéres sont des zones de dépots ou les bactéries fécales
perdent leur cultivabilité (serthe et a1,2008)

» L'abondance relative en intégron clinique de classe 1 (Intl1) diminue de 2 ordres
de magnitude dans les sédiments agés de 4 ans ( Projet DYNAPAT )

Zones
Ateliers
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Solutions ? : une démarche pour la maitrise de la
dissémination de l'antibiorésistance dans I'eau

nnnnnnnnn

» L'ldentification des points de
. contréle critiques : sources ( hot
5 spot STEU, épandage, aquaculture)

yyyyyyyy
‘‘‘‘‘‘‘‘‘
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> |'élaboration de procédures de
surveillance: avec des marqueurs

Hernando-Amado et al Nature microbiology S e

.
‘ L ‘ B — L et des procédures communes
MONTHSMHM ¢SO D NMOMEHEN DRI [ Jotla a5 3
Environment i, Cl
%A\X /ﬂ#@g@\ » Procédés technologiques pour
%@%g limiter la contamination de
m — = I'environnement par des bactéries
= résistantes (et les genes) et les
&, antibiotiques au niveau des
< el sources principales
= P P
p——— » Une approche One health
I STONIES SO

Berendonk et al, nature review 2015 > Impact des événements extrémes



Solution : Un réseau national d’observatoires santé
[/environnement dédiés a I’'antibiorésistance?

Défis : Evaluer les conditions limites de résilience du milieu
Impact des évenements extrémes (hot moment / hot spots)

Approche globale : associant les institutionnels, les prescripteurs médicaux
et veétérinaires, les industries pharmaceutiques, les gestionnaires et les
associations

Des observatoires Environnement / Santé répartis sur le territoire:
Feuille de route du ministere /Prospective CNRS SIC

»Adossés aux services nationaux d’observation (SNO) ou des Zones
ateliers du CNRS, ( site Sipibel Hopital)
»Suivis spatio - temporels des marqueurs de I'antibiorésistance, en parallele
au suivi des parametres abiotiques a I’échelle des bassins versants,
* modélisation, scénarii prospectifs a differentes échelles de temps et
d’espace,
 sites ateliers pérennes, emblématiques des différents usages
(vetérinaire, exploitations animales, hopital, ville).



Antibiorésistance et environnement : état des
lleux en France (autosaisine de ’ANSES)

« Antibiorésistance et environnement - Etat et causes possibles de la contamination des
milieux en France par les antibiotiques, les bactéries résistantes aux antibiotiques et les
supports génétiques de la résistance aux antibiotiques »

Analyse multidisciplinaire, contexte francais,
appropriation collective des concepts de
microbiologie clinique, chimie
environnementale et écologie microbienne

Recueil et analyse des données

publiées dont rapport de projet de
recherche et/ou base de données

Sol /eaux/ faune -biote/

Pdt Didier Hocquet
Coordination ANSES Morgane Bachelot
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Antibiorésistance et environnement :état des
llieux en France (autosaisine de ’ANSES)

Surveillance :

» Réseau national
pérenne de suivi spatio
temporel d’ indicateurs
commun

» Bancarisation des

données

Analyse@nultidisciplinaire,Rontexterancais, @
appropriation&ollective@es@onceptsile?
vironnemen talel

>

>

Besoins en recherche :

Role des Bactéries
ubiquistes ?

Transfert de genes, role des
Atbs et co- sélecteurs :

(Approche
laboratoire/mésocosme/
Environnement)

Présence et Expression des

genes de résistance GRA in

> Explorer Recommandations
environnements non 2020 >
renseignés?
Anticiper:

» Impact du changement climatique
et nouvelles pratiques (reuse |,
recharge de nappe..)

» Développement

modélisation

d’outil de

ity ( métatranscriptomique )
anses

Hocquet et al Y
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Observatoire de I'antibiorésistance
anses :} du SO Karst INSU/CNRS

Antibiotiques et marqueur de l'antibiorésistance bactérienne ( intégrons, E.coli ATBr)
dans les sédiments et les biofilms de I'eau souterraine
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a surveillance de l'antibiorésistance : des
. lonnées pour une action nationale: un

\

|éfi a relever

Fabienne Petit M2C CNRS Université Rouen

. , Intégration dans des bases ico 3 di i
Produire les données * grat * Mise a disposition
identifiées ortail commun

e ILS SONT
PRECIEUX
UTILISON E
MIE

® Des parametres communs organismes de recherche en pour I'exploitation
charge de I’'Observation
® Données issues de la ® Quverture des
surveillance réglementaire ® Bancarisation des données ( donnees a l'echelle
qualifiées et harmonisées ) européenne
® Données issues de projet issues de la recherche? « Science ouverte «

de recherche

Démarche complexe déja entamée au niveau national et européen par plusieurs
organismes

COLLOQUE INTERMINISTERIEL ANTIBIORESISTANCE Paris Novembre 2019



Strategies to Control the Dissemination of Antibiotic

Resistance in the Environment: A systematic Review

Systematic Review: Anais Goulas et al 2019, Goulas et al, 2020 _—
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Beyond the contribution of
the case studies, our articles
contribute to the
development in scientific
knowledge ?

Number of studies

Only 931 usable articles after the screening of 17,798 articles from eight databases

= Alower confidence level was attributed to 64% of the studies due to poor
sampling strategy resulting in performance and detection biases.

= Knowledge gaps for research:, ATBR indicators, spatio temporal behaviour in the

environment

Antimic, 02-04/07/2019 31



