Les antibiotiques dans I'agriculture:
guelles conséquences pour
I'environnement?

Aprés leur application vétérinaire, les antibiotiques du groupe des
sulfonamides alors contenus dans les lisiers sont épandus sur les
terres agricoles. Malgré une forte baisse initiale de leurs concen-
trations dans le sol, certains résidus perdurent pendant plusieurs
mois dans le milieu naturel. Avec les pluies, une partie des anti-
biotiques emmagasinés dans le sol peut étre transférée dans

le milieu aquatique. De plus, les lisiers sont également vecteurs
de bactéries résistantes aux antibiotiques. Il n'est cependant pas
encore prouvé que l'utilisation des antibiotiques dans I'agriculture
favorise I'apparition et la dissémination de ces bactéries résis-

tantes.

Les antibiotiques ont fait leur apparition
dans la premiére moitié du XX® siécle, per-
mettant enfin de combattre efficacement
les maladies d’origine bactérienne. Tout
d’abord employés chez I’homme, ils trou-
vent aujourd’hui une application tres large
dans I’élevage (voir I’encadré «Les antibio-
tiques dans I’élevage»). L'agriculture suisse
est ainsi consommatrice de prés de 40 ton-
nes d’antibiotiques par an. Leur utilisation
est cependant porteuse de deux grands
risques.

D’une part, les antibiotiques se retrouvent
tot ou tard dans le milieu naturel par le biais
des excréments animaux, que ce soit sous
forme native ou sous forme dérivée: ils sont
tout d’abord déversés dans la fosse a purin
ou sur le tas de fumier avant d’étre répartis
sur les champs par I’épandage du lisier. La
quantité d’antibiotiques apportés de cette
fagon aux sols agricoles peut atteindre plu-
sieurs centaines de grammes par hectare
et par an. Avec les pluies, ces antibiotiques
peuvent étre ensuite entrainés vers le milieu

Les antibiotiques dans I'élevage

aquatique. Les connaissances sur le deve-
nir des antibiotiques dans I’environnement
sont cependant encore trés éparses.

D’autre part, la pression de sélection exer-
cée par les antibiotiques sur les bactéries
favorise I’émergence de souches résistan-
tes dans I'organisme des animaux traités.
Les génes de résistance formés suite a des
mutations ou déja présents dans la commu-
nauté bactérienne peuvent étre transmis a
d’autres souches et espéces, ce qui induit
une dissémination rapide de la résistance
aux antibiotiques. Siles génes de résistance
sont transmis a des bactéries pathogénes,
la situation devient fatale puisque ces
agents infectieux ne peuvent plus étre com-
battus avec les antibiotiques qui leur cor-
respondent habituellement. L'Organisation
mondiale de la santé (OMS) consideére que le
probléme de la résistance aux antibiotiques
présente une trés grande gravité et qu’il
convient de le résoudre au plus vite. On
ignore encore actuellement a quelle hauteur
se chiffre le risque d’émergence et de diffu-

Les antibiotiques utilisés dans I’élevage appartiennent aux mémes groupes de substances que
ceux utilisés en médecine humaine: les pénicillines, les tétracyclines, les sulfonamides, les
macrolides, les aminoglycosides et les fluoroquinolones.

Dans le domaine vétérinaire, les antibiotiques sont employés soit pour le traitement thérapeu-
tique d’animaux isolés, soit pour le traitement préventif de troupeaux entiers. On appelle méta-
phylaxie le traitement antibiotique préventif de ’ensemble d’un troupeau suite a I’apparition
d’un cas de maladie en son sein. Cette stratégie est appliquée notamment quand des diarrhées
ou des affections respiratoires se manifestent chez des porcelets ou des veaux isolés. La dé-
marche prophylactique correspond quant a elle a I'application d’un traitement avant toute mani-
festation pathologique. Elle est notamment appliquée lors de la mise en stabulation d’animaux
d’engraissement provenant de différentes exploitations.

sion de la résistance aux antibiotiques dans
I’environnement agricole.

Face a ces inconnues, nous nous sommes
engagés dans une collaboration scientifique
basée sur deux axes paralléles dans le but
d’une part de caractériser le comportement
des antibiotiques dans [I’environnement,
d’autre part de localiser et suivre les bac-
téries résistantes aux antibiotiques dans les
sols agricoles par tracage des génes de
résistance. Nous cherchons aussi concréte-
ment a savoir s’il existe une relation entre
I'utilisation des antibiotiques dans 'agricul-
ture et I'’émergence de genes de résistance
dans I’environnement. Notre projet s’integre
dans le Programme nationale de recherche
49 du Fonds national suisse intitulé «La
résistance aux antibiotiques» [1].

Des essais de terrain en
conditions réelles

Notre étude était basée sur I'idée d’essais
de terrain effectués dans des conditions
aussi proches que possible de la pratique.
Dans cet esprit, nous avons épandu du lisier

La particularité des
sulfonamides

Plusieurs arguments ont motivé pour notre
étude le choix d’un lisier chargé en sulfa-
méthazine, un antibiotique du groupe des
sulfonamides:

= Les sulfonamides sont trés souvent em-
ployés en médecine vétérinaire (notam-
ment en traitement prophylactique de mise
en stabulation). En médecine humaine,
seul un composé actif de ce groupe est
couramment utilisé (le sulfaméthoxazole).
= Les sulfonamides ne sont que faiblement
métabolisés dans I’organisme animal et
sont assez rapidement rejetés [2]. Fait
étonnant, dans le lisier, les métabolites
sont presque totalement reconvertis en
leur substance active d’origine [3]. La par-
ticularité la plus importante pour notre
étude est cependant la relative stabilité
des sulfonamides dans I’environnement
qui implique qu’ils y restent assez long-
temps décelables.

= Des méthodes de dosage de la sulfa-
méthazine ont été développées a TEAWAG
pour I'analyse d’échantillons de lisier [4],
de sol [5] et d’eau [non publié].
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Resistenzgene Herkunft

sul (I) Escherichia coli (non pathogene)
sul (I) E. coli
sul (1) E. coli
tet (B) E. coli
tet (C) E. coli
tet (H) Pasteurella multocida (pathogéne opportuniste)
tet (M) Enterococcus faecalis (pathogéne opportuniste)
tet (O) Campylobacter coli (pathogéne)
tet (Q) Bacteroides thetaiotaomicron (non pathogene, présent dans le systéme gastro-
intestinal humain)
tet (S) Listeria monocytogenes (pathogéne opportuniste)
§ tet (T) Streptococcus pyogenes (pathogene opportuniste)
I-E— tet (W) Butyrivibrio monocytogenes (bactérie anaérobie de la panse)
E tet (Y) Plasmide isolé dans du lisier porcin (bactérie non identifiée)
tet (2) Corynebacterium glutamicum (bactérie du sol)

Tab. 1: Nature et provenance des génes de résistance étudiés. Les bactéries indiquées sont celles a partir des-
quelles le géne a été isolé et séquencé pour la premiére fois. Tous les génes ont déja été observés dans d’autres
especes de bactéries: ainsi tet (B) a été mis en évidence chez 18 espéces différentes. Dans la plupart des cas, la
présence d’un des génes de résistance aux tétracyclines ou aux sulfonamides suffit pour rendre I’organisme
porteur résistant a I'antibiotique correspondant. Les pathogénes opportunistes ne sont pas toujours infectieux,
n’induisant des maladies que chez les personnes immunodéprimées.

chargé en antibiotiques sur deux parcelles
de 0,35 ha chacune occupées par des prai-
ries permanentes. Les applications ont été
effectuées au début de la période de végé-
tation, le 24 mars 2003 et apres la premiere
fauche, le 8 mai 2003. L'épandage du lisier
a été effectué avec épandeur a tuyau souple
(Photo 1). Ce lisier provenait d’un élevage
porcin dans lequel un antibiotique du groupe
des sulfonamides, la sulfaméthazine, avait
été employé en traitement préventif de mise
en stabulation (voir encadré «La particularité
des sulfonamides»). La concentration de
sulfaméthazine dans le lisier frais était de
15 mg/kg, ce qui correspond certes a une
forte charge, mais aussi a une situation tout
a fait réaliste [2].

Des échantillons de sol ont été prélevés a
intervalles rapprochés dans les deux par-
celles expérimentales sur une période de
quatre mois avant et aprés I’épandage de
lisier (Photo 2). Une station météo avait
d’autre part été aménagée directement sur
une des parcelles pour enregistrer directe-
ment les différents paramétres météorolo-
giques et en particulier les précipitations
(Photo 3). Etant donné que les deux prairies
expérimentales se situent de part et d’autre
d’unruisseau, il a de plus été possible d’étu-
dier le transfert des antibiotiques du sol vers
le cours d’eau. Pour ce faire, nous avons

IRAS, Université d’Utrecht

installé a 500 m en aval une station de me-
sure permettant I’enregistrement en continu
du débit et le prélévement automatique
d’échantillons d’eau (Photo 4).

A 'EAWAG, les concentrations de sufamé-
thazine ont été déterminées dans les échan-

tillons de sol, d’eau du sol et d’eau du ruis-
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seau (Photo 5). En paralléle, les échantillons
de sol et des prélevements de lisier ont été
soumis a des analyses biomoléculaires a
I’'Université d’Utrecht dans le but de recher-
cher un total de 14 génes de résistance
aux antibiotiques (Photo 6). 11 des génes
étudiés sont des génes de résistance aux
tétracyclines, les autres sont spécifiques
des sulfonamides (voir Tab. 1). La méthode
utilisée enregistre le spectre des genes de
résistance présents et permet d’en détecter
les modifications. Elle livre donc des résul-
tats de type qualitatif, tout au plus semi-
quantitatif.

Une contamination accrue du
sol par les antibiotiques suite
aux épandages de lisier

La figure 1 indique la teneur en sulfamé-
thazine du sol avant et aprés les deux épan-
dages de lisier. Les valeurs représentées
correspondent a la valeur moyenne sur I’en-
semble de la parcelle aux différentes dates.
Etant donné I'hétérogénéité du terrain, il
faut s’attendre a observer localement des
concentrations jusqu’a cing fois supérieures
alamoyenne. Avant la premiére application,
le sol était exempt de sulfaméthazine. Apres
ce premier épandage de lisier, la concentra-
tion a brusquement augmenté pour rechuter

1er épandage

ensuite. Un jour apres I'épandage, la teneur
dans I’eau du sol ne correspondait déja plus
qu’a 10% de la quantité extraite. Le reste
de la sulfaméthazine épandue est restée
fixée dans le sol ou a subi une transforma-
tion. Quelques jours apres I'application, la
concentration de sulfaméthazine a a nou-
veau amorcé une chute importante pour
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Fig. 1: Concentration de sulfaméthazine (courbe noire, moyennes plus écarts-types) et nombre de géenes de résis-
tance (zone foncée = génes nettement détectables, zone claire = génes Iégérement décelables) dans les échantil-
lons de sol des deux parcelles expérimentales. Des épandages de lisier contenant de la sulfaméthazine (15 mg/kg)

ont été effectués les 24 mars et 8 mai 2003.

Parcelle expérimentale occupée par une prairie permanente.

rester ensuite relativement stable pendant
les concentrations

plusieurs semaines,
n’étant pas revenues au niveau nul initial
avant le deuxiéme épandage. La deuxiéme
application a provoqué une nouvelle aug-
mentation subite des teneurs en sulfamé-
thazine.

13 des 14 génes de résistance
mis en évidence

13 des 14 génes de résistance recherchés
ont pu étre mis en évidence dans le lisier
employé. Les échantillons de sol conte-
naient tout au plus 12 des 14 génes (Fig. 1).
Contrairement a la sulfaméthazine dont il
était exempt, le sol contenait déja des génes
de résistance aux antibiotiques avant la pre-
miére application de lisier. De 8 a 11 selon la
parcelle étaient clairement décelables tan-
dis que de 1 a 4 génes ne donnaient que de
faibles signaux. Les genes de résistance
faiblement décelables étaient probablement
présents en des quantités trés faibles.
Lintensité des génes de résistance a aug-
menté apres I’épandage de lisier, et respec-
tivement 10 et 12 des 14 génes recherchés
étaient alors nettement décelables pendant
plusieurs semaines (Fig. 1). Nous suppo-
sons que les géenes supplémentaires prove-
naient de la flore microbienne du lisier.

Les conditions météorolo-
giques décident du devenir

des antibiotiques

Fort heureusement pour notre étude, les
conditions météorologiques ayant fait suite
aux deux épandages de lisier ont été foncie-
rement différentes. Alors que la premiére
application a été suivie d’une semaine de
temps sec sans aucunes précipitations puis

EAWAG news 59

14



15

d’un mois d’avril peu pluvieux (60% de la
moyenne sur plusieurs années), la semaine
qui suivit la deuxiéme application a été mar-
quée par des pluies trés abondantes. Cette
différence a eu une grande influence sur le
devenir de la sulfaméthazine dans I’environ-
nement.

Nous avons ainsi constaté que la quantité
totale de sulfaméthazine dans le sol avait
moins fortement augmenté par temps hu-
mide suite au deuxieme épandage de lisier
que par temps sec apres le premier (Fig. 1).
Cette observation est également valable
pour les concentrations de sulfaméthazine
dans la solution du sol. Elles étaient en effet
prés de deux fois plus élevées par temps
sec apres la premiére application que par
temps humide apres la seconde (resp. 65 et
35 pg/l). Nous avons d’autre part observé
une forte augmentation de la teneur en sul-
faméthazine de I’eau du ruisseau qui sépare
les parcelles trées peu de temps aprés la
deuxieéme application de lisier contaminé.
La concentration maximale était de 4 pg/I
(Fig. 2) et de légéres augmentations de
concentration ont également été observées
lors des épisodes pluvieux qui ont suivi,
ces pointes étant toutefois de plus en plus
faibles au cours du temps. A I'opposé, la
concentration en sulfaméthazine du ruis-
seau a été beaucoup plus faible suite au
premier épandage de lisier effectué fin mars.

Des recherches sont encore
nécessaires

Nos essais de terrain montrent que les anti-
biotiques du groupe des sulfonamides res-
tent décelables dans le sol plusieurs mois
aprés leur application avec le lisier. Les
concentrations mesurées dans le sol dépas-
saient largement le seuil de 100 pg par kg de
sol défini dans le cadre de la procédure
d’homologation des médicaments a usage

2¢ épandage
|

vétérinaire. Dans le cas d’un dépassement
de ce seuil, une étude d’impact détaillée
doit alors étre réalisée [6]. D’autres études
montrent que les sulfonamides peuvent
avoir une influence sur les organismes du
sol: pour une concentration de 1 mg/kg, une
modification de I'activité enzymatique des
bactéries du sol a été observée [7] de méme
qu’un ralentissement de la respiration du
sol [8]. Dans nos essais de terrain, cette
concentration a été nettement dépassée a
certains endroits suite a la grande hétérogé-
néité du sol. Nous avons d’autre part pu dé-
montrer récemment qu’a partir de 10 mg/kg
les bactéries du sol présentent une tolé-
rance croissante vis-a-vis des sulfonamides
[9]. Il devient donc primordial d’étudier plus
en détail les effets de telles concentrations
dans le milieu naturel et d’approfondir la
question de la biodisponibilité des sulfona-
mides dans le sol.

Nos analyses ont permis de confirmer la
présence de génes de résistance aux anti-
biotiques aussi bien dans le sol que dans
le lisier. La présence de tels genes de résis-
tance dans I’environnement a également été
observée dans d’autres études [10, 11]. Nos
travaux ne montrent cependant pas claire-
ment si les lisiers sont vecteurs de génes de
résistance supplémentaires ou non. Pour
pouvoir trancher sur cette question, une
analyse quantitative serait nécessaire. Il se-
rait d’autre part intéressant de savoir si une
partie des genes de résistance est entrainée
lors d’évenements pluvieux pour atteindre
les cours d’eau et donc se diffuser dans
I’environnement. Il importe enfin de déter-
miner I'impact d’une présence accrue de
génes de résistance dans I’environnement
sur la manifestation de la résistance aux
antibiotiques chez les agents infectieux.

Il n’est donc pas encore possible dans les
conditions actuelles de procéder a une éva-
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Fig. 2: Débit et concentration de sulfaméthazine du ruisseau au cours des épisodes pluvieux consécutifs au

deuxiéme épandage de lisier effectué le 8 mai 2003.
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luation fondée du risque di a I’emploi des
antibiotiques dans I’élevage. Nous man-
quons pour cela de trop d’informations. Sur
la base de nos résultats, nous ne pouvons
toutefois que recommander un usage pru-
dent et parcimonieux de ces médicaments
dans I’agriculture.

Krispin Stoob, spécialiste de
sciences de I’environnement,
effectue actuellement une thése
de doctorat dans le groupe
«Eau et agriculture» au départe-
ment «Chimie environnemen-
tale» de PEAWAG.
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