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1 Sources et distributions des antibiotiques

Certaines bactéries comme les Actinomycétes et les Streptomycétes produisent naturellement des
antibiotiques, tels que la pénicilline et la céphalosporine, dans les sols. Les quantités produites sont
cependant trés faibles et difficiles a détecter (Kummerer, 2009). A ce jour, les données et études sur la
présence et la production d’antibiotiques a des concentrations naturelles manquent sérieusement.

Depuis leur découverte en 1929 par Alexander Fleming, 1’usage des antibiotiques, afin de traiter et empécher
les infections bactériennes, n’a fait que croitre a la fois en médecine humaine et vétérinaire. Les antibiotiques
sont peu dégradés lors du métabolisme humain et animal et c’est environ 70% des antibiotiques consommés
qui sont excrétés (Kummerer, 2009). Par conséquent, apres leur utilisation, les antibiotiques utilisés en ville
et leurs métabolites, sont rejetés dans les eaux usées puis retrouvés dans les stations d’épuration (STEP). Les
antibiotiques sont partiellement éliminés dans les STEPs. Certains finissent donc dans I’environnement, a
savoir dans les eaux de surface, les eaux souterraines, les sols et les sédiments. Les antibiotiques retrouvés
dans I’environnement proviennent €galement de 1’épandage sur les sols agricoles des boues de stations
d’épuration ou encore de fumiers, riches en antibiotiques suite au traitement des animaux d'élevages. Enfin
I’application directe d’antibiotiques dans 1’eau pour traiter les élevages piscicoles constitue une autre source.

Dans le bassin de la Seine, les teneurs en certains antibiotiques dans le réseau hydrographique de 'amont de
la région Ile-de-France jusqu'a l'estuaire interne (Poses) ont ét¢ mesurées (Tamtam et al., 2008). Une
augmentation des concentrations d'amont en aval a ét¢ démontrée. Des antibiotiques ont également été
détectés dans des sites ruraux sans influence des STEPs, c'est-a-dire en dehors d’une origine hospitaliére ou
domestique, car ils peuvent aussi étre d’origine naturelle (la découverte des antibiotiques découle en effet de
I’observation des Penicillium sp.). Ce méme travail a aussi montré la présence de fortes concentrations
autour des piscicultures, dans I’eau et dans les sédiments.

2 Elimination des antibiotiques dans I’environnement

Les antibiotiques peuvent étre éliminés par différents processus i) biotique, par la biodégradation par des
bactéries ou des champignons ou ii) abiotiques par adsorption, hydrolyse, photolyse, thermolyse, oxydation
ou réduction. Les antibiotiques peuvent également étre conjugués, notamment au sein de mécanismes qui
favorisent leur excrétion eau chez les individus traités. En fonction des conditions du milieu, les antibiotiques
peuvent étre libérés ou transformés et devenir a nouveau disponibles.

Certaines familles d’antibiotiques, comme les quinolones et fluoroquinolones, ont un fort coefficient
d’adsorption (Tolls, 2001). Ces composants disparaissent de la phase aqueuse et sont retrouvés dans les sols
et sédiments. L’adsorption dépend cependant aussi de la présence de mati¢re organique et des conditions
redox (Tolls, 2001). L attachement des antibiotiques sur les particules ou sur des complexes peut conduire a
une perte de 1’activité antibactérienne. La photodécomposition, qui dépend de 1'énergie lumineuse recue (de
sa fréquence et de son intensité), peut étre importante dans le processus d’élimination. Elle joue un réle
important dans les eaux superficielles comme un moyen d’¢limination ou de traitement d’effluents
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(Kummerer, 2009). Certains antibiotiques sont particuliérement sensibles a la lumiére, tel que les quinolones,
les tétracyclines, les sulphonamides, le tylosine. L hydrolyse, qui conduit a la désactivation de 1’antibiotique,
est également un processus abiotique d’é¢limination des matiéres organiques dans 1’environnement. La
plupart des antibiotiques ne sont pas biodégradables, certains sont dégradés partiellement et seuls quelques
uns sont totalement biodégradables dans I'environnement ou en laboratoire (Kummerer, 2009). A ce jour,
aucune €tude ne peut faire la synthése compléte du comportement/devenir d’un antibiotique en milieu naturel
en fonction des conditions qu’il rencontre, vue la complexité des mécanismes en jeu.

3 Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques ont une action spécifique sur les bactéries. Ils peuvent avoir une action toxique directe,
c'est-a-dire bactéricide, mais le plus souvent ils empéchent le développement des micro-organismes (action
bactériostatique).

Les antibiotiques agissent en perturbant I’un des mécanismes cellulaires suivants :
¢ labiosynthése de la paroi bactérienne
* laréplication et la réparation de I’ADN bactérien
* la synthése des protéines bactériennes.

Les antibiotiques qui bloquent la synthése de la paroi cellulaire (e.g. les pénicillines: amoxicilline et les
céphalosporines), ne sont actifs que sur les germes en croissance. Les cellules au repos ne sont pas perturbées
par I’action de ces molécules. Un grand nombre d’antibiotiques agit sur I’ADN bactérien, par blocage de
I’ADN ou ARN polymérase. Les sulfamides sont des analogues structurels de molécules biologiques qui
peuvent bloquer les voies métaboliques et inhiber la synthése des bases nucléiques. Les quinolones et
fluoroquinolones inhibent I'ADN gyrase qui contrdle le surenroulement de I'ADN. L'inhibition de la gyrase
empéche la réplication et la réparation de 'ADN et donc la croissance des bactéries.

De nombreux antibiotiques ont pour cible le ribosome bactérien, I'organite cellulaire qui est responsable de la
synthese des protéines. Ces antibiotiques se répartissent en plusieurs classes, de nature chimique et de mode
d'action différents. La plupart interagissent avec ' ARN ribosomique, en empéchant la traduction de ’ARNm
ou bloquent 1’élongation de la chaine polypeptidique ; parmi eux, des aminoglycosides ou aminosides
(streptomycine, gentamicine, amikacine), les phénicols (chloramphénicol, thiamphénicol) et les cyclines
(tétracycline, doxycycline, auréomycine).

4 Effet des antibiotiques sur les micro-organismes et les processus
biogéochimiques

4.1 Effets sur les processus biogéochimiques

Comme décrit ci-dessus, les antibiotiques agissent en inhibant la croissance des micro-organismes. Des
effets sur les communautés et processus microbiens sont attendus sur les populations actives et en période de
croissance. Une vue d’ensemble des études qui ont observé des effets des antibiotiques sur les processus et
les micro-organismes impliqués dans les cycles biogéochimiques est rassemblée dans le tableau 1. Ce tableau
montre non seulement I’intérét d’étudier les antibiotiques en lien avec le cycle de I’azote mais encore en lien
avec d’autres processus biogéochimiques, tels que la réduction du sulfate ou la réduction du fer.

A ce jour, il a été publi¢ quatre articles qui ont étudié les effets des antibiotiques sur le cycle d’azote en
milieu aquatique, et cinq dans les sols. En général, de fortes concentrations (mg/L ou mg/kg) par rapport a
celles rencontrées dans 1’environnement (méme perturbé) sont testées et des effets plutdt inhibiteurs sont
observés. Costanzo et al. (2005) ont également testé des concentrations de ciprofloxacine plus basses
(jusqu’a 0,1 pg/L), pour lesquelles ils n’ont pas observé d’effet, mais aucune réponse non plus n’était
montrée pour cet antibiotique a des concentrations plus ¢élevées. La conception de cette étude était destinée a
déterminer les impacts sur la dénitrification a trés court terme (heures) ; ce sont donc principalement des
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effets directs sur les enzymes de la dénitrification. Comme 1’action des antibiotiques est biostatique et pas
obligatoirement toxique, on s’attend a avoir des effets plutét sur une période allant de plusieurs jours a
semaines, pendant laquelle les populations microbiennes sont censées se multiplier. De cette manicre, des
concentrations élevées (g/L) de chloramphénicol ont un effet inhibiteur sur les enzymes de dénitrification,
plus précisément sur la production d’oxyde nitreux (Murray and Knowles, 1999).

Dans une étude, avec des sédiments du bassin de la Seine (Tresmes, Bassin du Grand Morin) nous avons
observé des effets sur la dénitrification avec de hautes concentrations en érythromycine (1000 ug/L) et
vancomycine (200 pg/L) apres incubation pendant 2 semaines (Laverman et al., 2008). Avec une faible
concentration en vancomycine (50 pg/L), le taux moyenné sur deux semaines de la réduction des nitrates
n’était pas affecté significativement par rapport au contrdle, sans antibiotique (Laverman et al., 2008).
Comme un effet inhibiteur est plutot attendu sur une plus longue durée, nous avons calculé les taux
moyennés entre 8 et 12 jours d’exposition aux antibiotiques et toutes les concentrations montraient un effet
significatif inhibiteur par rapport au controle (Figure 1A). Les hautes concentrations d’antibiotiques
montraient également sur cette période une augmentation de la production de nitrite (un intermédiaire de la
dénitrification, voir figure 1B).
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Figure 1. Taux moyen des réduction des nitrates (A) et production des nitrites (B) en nmol NO;
cm” h' des sédiments de Tresmes (moyenne des duplicats). Tous les réacteurs sont alimentés avec
5 mM de nitrate et différentes concentrations d’antibiotiques ; 1000 ugL™’ Erythromycine,
50 ugL’'et200 ugL’Vancomycine. Les astérisques indiquent un effet significatif (P<0.01)

En milieu aquatique un effet inhibiteur a ét€ montré sur 1’oxydation d’ammonium dans 1’eau. L’oxydation du
nitrite, la deuxiéme étape de la nitrification, était affectée par la présence d’ofloxacine et de
sulfaméthaxozole dans une station d’épuration au bout de quelques heures (Dokianakis et al., 2004).
L’activité anammox diminue sur plusieurs semaines en présence de tétracycline et chloramphénicol
(Fernandez et al., 2009).

Dans des sols australiens, la quantité de génes des nitrifiantes (amoA) diminue en présence d’oxytétracycline
et streptomycine aprés une journée d’exposition (Colloff et al., 2008). Dans cette méme étude, aucun effet
n’a été montré sur la dénitrification en détectant les génes des dénitrifiantes.

Par ailleurs, dans des sols agricoles, (Kotzerke et al., 2008) ont montré que la dénitrification était aussi
inhibée par le sulfadiazine (10-100 mg/kg), alors que la nitrification était « stimulée ». Les auteurs
suggéraient que cette augmentation était liée a 1’activité des archébactéries nitrifiantes, non affectée par le
sulfadiazine. Dans une étude postérieure portant sur les mémes sols, la nitrification était également inhibée
par la présence de sulfadiazine, de méme que la densité des bactéries nitrifiantes, ce qui vérifiait ’hypothese
selon laquelle les archébactéries nitrifiantes étaient moins affectées par le sulfadiazine que les bactéries, en
raison des spécificités des Archaea.
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Tableau 1. Les effets des antibiotiques sur les communautés microbiennes et processus biogéochimiques

# Les méthodes seront testees en batch ou colonne, la présence par détection des génes.

Processus Antibiotique concentrations effets Méthode#  durée Origine référence
microbiens
nitrification oxytetracycline 12.5-75 mg/L inhibition activité jours eau (Klaver and Matthews, 1994)
dénitrification ciprofloxacin 0.1 ug/L -1 mg/L  pas d’effet activité heures sédiment (Costanzo et al., 2005)
dénitrification amoxicillin, 1 mg/L pas d’effet activité heures sédiment
clavulanic acid
dénitrification érythromycine 1 mg/L inhibition activité heures sédiment
dénitrification clarithormycin 1 mg/L inhibition activité heures sédiment
dénitrification amoxicillin 1 mg/L inhibition activité heures sédiment
dénitrification ciprofloxacin 1 mg/L pas d’effet activité heures sédiment
dénitrification erythromycine 1 mg/L inhibition activité jours sédiment (Laverman et al., 2008)
dénitrification vancomycine 50-200 pg/L inhibition activité jours sédiment
nitrification ofloxacin, 2-10 mg/L inhibition activité heures STEP (Dokianakis et al., 2004)
sulfamethoxazole
anammox tétracycline, 100-1000 mg/L  inhibition activité mois STEP (Fernandez et al., 2009)
chloramphénicol
nitrifiantes sulfamethaxazole,  3-5 mg/kg inhibition présence mois Sol (Colloff et al., 2008)
oxytetracycline,
streptomycin
denitrifiantes sulfamethaxazole,  3-5 mg/kg pas d’effet présence mois Sol
oxytetracycline,
streptomycin
nitrification sulfadiazine 10-100 mg/kg inhibition et  activité mois Sol (Kotzerke et al., 2008)
stimulation
dénitrification sulfadiazine 10-100 mg/ kg inhibition activité mois Sol
nitrifiantes sulfadiazine 10 -100 mg/kg Inhibition présence mois Sol (Schauss et al., 2009)
dénitrification chloramphénicol 0.1-2¢g/L inhibition activité heures Sol (Murray and Knowles, 1999)
réduction de oxytetracycline, inhibition activité jours sédiment (Hansen et al., 1992)
sulfate acide oxolinic,
flumequine
réduction de chloramphénicol 20- 100 mg/L inhibition activité jours STEP (Ingvorsen et al., 2003)
sulfate streptomycine
réduction de ciprofloxacin 0.02 -200 mg/L  stimulation  présence  jours sédiment (Cordova-Kreylos and Scow,
sulfate 2007)
Réduction de fer  sulfapyridine and 0.02-500 mg/kg  inhibition activité jours SOL (Thiele-Bruhn and Beck,
oxytetracycline 2005)
Dégradation du ciprofloxacin 20- 2000 pg/L inhibition activité mois sédiment (Naslund et al., 2008)

pyréne

L’activité des autres processus biogéochimiques (réduction du sulfate, réduction du fer) est aussi inhibée par
les antibiotiques, ainsi que la dégradation du pyréne (Hansen et al., 1992, Thiele-Bruhn and Beck, 2005,
Naslund et al., 2008). L'étude par Thiele-Bruhn et Beck (2005) montre que les effets sur le court terme
(heures) n’affectent pas les activités enzymatiques, seule une adaptation des incubations sur plusieurs jours
montrant des effets.

L’activité de la réduction du sulfate dans les sédiments et dans les boues d’une station d’épuration était
affectée par 1'oxytétracycline, 1’acide oxolinique, le fluméquine et le chloramphénicol (Hansen et al., 1992,
Ingvorsen et al., 2003). La présence de ciprofloxacine dans des sédiments a pu étre a 1’origine d’une
densification des bactéries réductrices de sulfate, détectées par la présence de lipides spécifiques de ces
micro-organismes (par PLFA : acides gras phospholipidiques (Cordova-Kreylos and Scow, 2007)).

En général les études faites jusqu’a présent montrent un effet inhibiteur sur les processus biogéochimiques
dans le cycle d’azote, mais également dans les autres cycles. Cependant les résultats sont nettement
insuffisants pour appréhender le role des antibiotiques sur les processus, car des concentrations tres €levées,
et donc non retrouvées dans 1’environnement sont utilisées et le seul test qui utilisait des concentrations plus
basses, observées dans I’environnement (cf. Constanzo et al 2005) ciblait des effets directs, a court terme.
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4.2 Effets sur les communautés microbiennes

Les communautés, comme les activités microbiennes sont affectées par la présence des antibiotiques
(Tableau 2). Quelques études montrent par exemple un changement dans la proportion
bactéries/champignons (Thiele-Bruhn and Beck, 2005, Hammesfahr et al., 2008) ; les champignons n’étant
pas censés Etre affectés par les antibiotiques, leur densité ne change pas, contrairement a celle des bactéries
qui diminue.

L’oxytétracycline réduit la diversité fonctionnelle dans les communautés microbiennes du sol analysé par la
méthode Biolog (Kong et al., 2006) et d’une maniére générale les antibiotiques inhibiteurs les activités
enzymatiques des bactéries des sols (Wei et al., 2009, Boleas et al., 2005).

Tableau 2 : Recensement des effets des antibiotiques sur les communautés microbiennes environnementales

Effets sur : Antibiotique concentration  effets durée origine publication
Communauté ciprofloxacine 20-2000 ug/L  changement  mois sédiment  (Naslund et al., 2008)
microbienne
ciprofloxacine 0.02 -200 mg/L  changement  mois sédiment  (Cordova-Kreylos and Scow,
2007)
culfadiazine 10-100 mg/kg changement  mois sol (Hammesfahr et al., 2008)
erythromycine - changement  mois sédiment  Kim et al 2005
culfamethoxazole 0.1-500 mg/kg  changement  mois sol (Demoling et al., 2009)
tétracycline 1-100 mg/kg changement  mois sol (Wei et al., 2009)
Activité oxytétracycline 0.01-100 mg/kg  inhibition mois sol (Boleas et al., 2005)
microbienne
sulfapyridine and 0.02-500mg/kg  inhibition heures- sol (Thiele-Bruhn and Beck,
oxytetracycline jours 2005)
Sulfadiazine 10-100 mg/kg inhibition mois sol (Kotzerke et al., 2008)
Diversité oxytétracycline 1-217 pmol/L inhibition jours sol (Kong et al., 2006)
fonctionnelle

5 Conclusion

Cette rapide synthese sur les effets des antibiotiques, non pas sur les bactéries en tant qu’individu mais sur
les communautés bactériennes et donc sur les processus biogéochimiques auxquels elles participent au
travers de leurs activités, nous montre a quel point cette problématique reste a explorer. Par ailleurs, les
concentrations testées sont tres élevées et appliquées en une seule fois début d’expérimentation, les méthodes
sont parfois inadaptées a |'effet recherché.

En dépit de cela, les antibiotiques ont en général un effet plutot inhibiteur sur les processus biogéochimiques,
les communautés et les activités enzymatiques. Les études sur le court terme (heures) montrent des effets
directs sur les enzymes en appliquant de fortes concentrations d’antibiotiques. Les études sur le long terme,
dans lesquelles les communautés actives et en croissance sont affectées, montrent dans la plupart des cas un
effet négatif sur les processus.

Pour appréhender les conditions environnementales, d’un effluent agricole ou urbain par exemple, il sera
donc nécessaire d’étudier les effets des antibiotiques en alimentant les expériences en continu a des
concentrations proches de celles précédemment mesurées. Au cours des prochaines expériences, nous
explorerons donc les effets d’un gradient de concentrations en antibiotiques sur les processus
biogéochimiques, sur différents sédiments, soumis a des flux constants.
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