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RESUME

La ciprofloxacine (CIP) est un antibiotique a large spectre appartenant a la famille des fluoroquinolones.
Son utilisation fréquente a contribué¢ a sa détection répandue dans l'environnement a de trés faibles
concentrations. Les processus de traitement actuels de I'usine de traitement des eaux usées (STEP) ne
permettent pas d'éliminer efficacement les contaminants a 1'état de traces. Les objectifs principaux de
cette these étaient d’étudier le devenir de la CIP dans I’environnement et au cours du traitement des eaux
usées, ainsi que de tester de nouvelles techniques d’enlévement. Premi¢rement, la stabilité de cing
complexes de CIP-métal (CIP-Me) a été étudiée. Les ions métalliques visés étaient Al¥*, Co?*, Cu?*, Fe3*
et Mg?* en raison de leur prévalence dans les eaux usées et les boues d’épuration. Les complexes de
CIP-Al sont les plus stables, suivis de CIP-Cu et CIP-Co. Les complexes entre CIP et Fe3 + et Mg2 +
présentaient les plus grandes variations de la stabilité des complexes. La présence de substances
humiques (HS) a diminué la stabilité de tous les complexes. La toxicité des complexes CIP-Me a
¢galement été évaluée. Dans ’eau ultrapure, les complexes CIP-Me présentent une toxicité plus élevée
vis-a-vis d’Enterobacter aeruginosa a Gram négatif, la toxicité vis-a-vis de Bacillus subtilis a Gram
positif étant constante pour les complexes (avec I’exception CIP-Mg) et le CIP seul. La présence de HS
réduit l'activité antimicrobienne des complexes CIP-Me d'au moins 2 fois vis-a-vis de E. aeruginosa.

Cependant, la toxicité vis-a-vis de B. subtilis est restée pratiquement inchangée.

La complexation des antibiotiques avec des ions métalliques peut affecter leur distribution dans la station
d’épuration, ce qui n’est généralement pas pris en compte. L'étude analytique a ét¢ menée pour évaluer
la concentration de CIP, de chlorotétracycline (CTC) et d'autres ions choisis dans la station d'épuration.
Plus de 70% des CTC ont été récupérés lors du traitement des eaux usées lorsque la concentration de
CIP était légerement supérieure dans les effluents par rapport aux eaux usées de I’affluent. De plus, une
concentration élevée de CIP et de CTC, soit 3,9 mg/kg, respectivement 11 mg/kg, a été¢ détectée dans
les fractions solides de boues. Cette concentration élevée pourrait étre due aux interactions avec les ions
métalliques dans les boues. Par conséquent, la spéciation des ions dans les boues a été effectuée pour
les localiser plus précisément. La concentration correspondante d'antibiotiques dans chaque fraction de
boues a également été évaluée. L'introduction d'antibiotiques dans 1'environnement peut contribuer a la
pression sélective et a I'expansion de la résistance bactérienne. L'enquéte sur les bactéries résistantes au
CTCI/CIP dans les eaux du Québec a été étudiée. La réaction en chaine de la polymérase a été utilisée
pour vérifier la présence de trois agents pathogénes d'origine hydrique les plus fréquents, a savoir

Salmonella sp., Shigella sp. ou Campylobacter jejuni dans I'eau de la région de Québec.

Pour minimiser le probléme ci-dessus, I'amélioration de la station d'épuration est nécessaire. Dans le
cadre de la thése, trois systémes ont été testés: 1'oxydation électro-enzymatique ultérieure, 1'oxydation
enzymatique via un extrait de laccase brute et I'adsorption sur du biochar fonctionnalisé. La combinaison
d'une électro-oxydation suivie d'une oxydation enzymatique a conduit a une élimination de la CIP de 97
2 99% en environ 6 heures. Dans le méme temps, 1’oxydation brute médiée par la laccase ne réduisait la



concentration de I’antibiotique qu’a 68%. L'adsorption sur du biochar fonctionnalisé avec du chitosane

a entrainé 1'élimination de CIP a 36%, ainsi que 10% d'As, 98% de Cd et 73% de Pb.



Abstract

Ciprofloxacin (CIP) is a broad-spectrum antibiotic, belonging to the fluoroquinolone family. The
frequent usage of CIP has contributed to its widespread detection in the environment at very low
concentrations. The current treatment processes of the wastewater treatment plant (WWTP) are not
efficient in removing trace concentration contaminants. The main objectives of this thesis were to
investigate the fate of CIP in the environment and during the wastewater treatment, as well as to test
novel techniques for its removal. Firstly, the stability of five CIP-metal complexes (CIP-Me) was
investigated. The targeted metal ions were AI**, Co?*, Cu?*, Fe** and Mg?* due to their prevalence in
wastewater and wastewater sludge. The complexes of CIP-Al were found to be the most stable, followed
by CIP-Cu and CIP-Co. The complexes between CIP and Fe** and Mg?* exhibited the greatest variations
in the stability of the complexes.. The presence of humic substances (HS) decreased the stability of all
complexes. In addition, the antimicrobial activity of CIP-Me complexes was also evaluated. In ultrapure
water, CIP-Me complexes exhibit higher toxicity towards Gram-negative Enterobacter aeruginosa,
where the toxicity against Gram-positive, Bacillus subtilis was constant for complexes (except CIP-MQ)
and CIP alone. The presence of HS reduced the antimicrobial activity of CIP-Me complexes by at least
2-fold towards E. aeruginosa. However, the toxicity towards B. subtilis remained almost unchanged.

The complexation of antibiotics with metal ions may affect their distribution in WWTP, which is usually
not taken into consideration. Hence, the analytical study was conducted to evaluate the concentration of
CIP, chlortetracycline (CTC) and other chosen ions in the WWTP. More than 70% of CTC was
recovered during wastewater treatment where the concentration of CIP was slightly higher in effluent
than the influent wastewater. Additionally, a high concentration of CIP and CTC, 3.9 mg/kg 11 mg/kg
respectively, was detected in the solid fractions of sludge. This elevated concentration might have been
due to interactions with metal ions in sludge. Hence, the ion speciation in sludge was performed to
localize them more precisely. The corresponding concentration of antibiotics in each sludge fraction
was also evaluated. The introduction of antibiotics to the environment may contribute to the exertion of
selective pressure and expansion of bacterial resistance. The investigation of CTC/CIP-resistant bacteria
in Quebec waters was investigated. Polymerase Chain Reaction was used to verify the presence of three
most common waterborne pathogens, i.e. Salmonella sp., Shigella sp. and Campylobacter jejuni in water

from Quebec area.

To minimize the above problem, the improvement of WWTP is needed. As a part of the thesis, three
systems were tested for CIP removal: subsequent electro-enzymatic oxidation, enzymatic oxidation via
crude laccase extract and adsorption onto functionalized biochar. The combination of electrooxidation
followed by enzymatic oxidation led to 97-99 % removal of CIP in around 6 hours. At the same time,
crude laccase-mediated oxidation decreased the antibiotic’s concentration only to 68%. The adsorption

on chitosan-functionalized biochar led to 36% removal of CIP, along with 10% of As, 98% of Cd and

\Y



73% of Pb. The tested methods have the potential for their application in wastewater treatment, however,

further studies are needed.
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INTRODUCTION

La découverte de la pénicilline par Alexander Fleming dans les années 1920 marqua une étape décisive
pour le médicament qui déclencha la révolution des antibiotiques. Cependant, l'utilisation fréquente et
le développement rapide d'antimicrobiens ont contribué a leur détection répandue dans les
compartiments environnementaux [1-3]. Leur apparition a conduit a exercer une pression sélective sur
les microorganismes présents dans les écosystémes contaminés. Cela a abouti a la sélection et a la

dissémination de bactéries résistantes aux antibiotiques (ARB) et aux génes (ARG) [4].

La ciprofloxacine (CIP) est un FQ a large spectre efficace contre les bactéries a Gram négatif et a Gram
positif, utilisé pour le traitement des infections des voies respiratoires et urinaires, des infections de la
peau et des structures cutanées, des infections des os et des articulations, de la diarrhée infectieuse et de
la fievre typhoide. La CIP a été classée parmi les antimicrobiens les plus couramment prescrits au
Canada entre 2012 et 2017 [5]. Son utilisation fréquente a permis la détection de la CIP dans divers
compartiments environnementaux, tels que les effluents des stations de traitement des eaux usées
(STEP) (42-721 ng/L) [6, 7], les eaux des rivieres (30-77 ng/L) [8], les sédiments. (1,65-156 ng/g) [8,
9] et des eaux usées (200 a 650 ng/L) [10].

La présence de CIP dans les écosystémes exerce une pression sélective sur les communautés
bactériennes, ce qui entraine une augmentation des souches résistantes a la CIP. Par exemple, la CIP est
connue comme antimicrobien pour le traitement des infections a Neisseria gonorrhoeae [11]. Au
Canada, en 2014, l'apparence élevée d'isolats de N. gonorrhoeae résistants a la CIP a été rapportée
(34%), alors qu'en 2004, son niveau était d'environ 5%. La présence accrue de souches d'Escherichia
coli multirésistantes (FQ, céphalosporines de troisiéme génération et aminoglycosides) a été observée
dans les pays de I'Union européenne entre 2013 et 2016, ce qui a été signalé comme une tendance les
années précédentes [12]. De plus, le CIP, comme d'autres FQ, a la capacité de former des complexes
stables avec des ions métalliques (MI) [13]. La formation de complexes CIP-métaux est un phénomeéne
répandu dans tous les compartiments environnementaux, en raison de la prévalence de métaux (Me)
dans I'eau et le sol [13]. Cette propriété modifie les propriétés physico-chimiques du CIP, ¢’est-a-dire la

solubilité, I’affinité d’adsorption, mais aussi son activité antimicrobienne.

La raison de I'augmentation de la concentration de CIP et d'autres antibiotiques dans I'environnement
est principalement due a leur métabolisme incomplet et a leur élimination inappropriée. En fait, de 8%
(trovafloxacine) a 83% (gatifloxacine) d'antibiotique peuvent étre libérés dans l'urine et les matiéres
fécales sous forme active dans l'environnement [14]. Par exemple, la CIP sous forme inchangée est
excrétée a 65% dans l'urine et a 25% dans les matieres fécales [15]. Les médicaments sont introduits
dans I'eau, puis se retrouve dans la station d'épuration. Cependant, ces installations ne sont pas congues

pour éliminer les faibles quantités de composés organiques. L'élimination inefficace par les stations
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d'épuration entraine une accumulation d'antibiotiques dans I'eau et le sol. Ces dernic¢res années, de
nombreuses études ont été menées pour améliorer le taux de dégradation des antimicrobiens. La CIP
s'est révélé étre un médicament persistant et difficilement biodégradable; le taux de dégradation variait
entre 37 et 86% [16]. Malgré la forte hydrophilie de la CIP (logKow = 0,28), celle-ci a une forte affinité

avec les boues; méme 39% de la CIP peut étre absorbée par les boues d'épuration non traitées [16].

Plusieurs techniques ont été testées pour augmenter le taux d'élimination de la CIP pendant le traitement
des eaux usées (TEU). Les méthodes d'oxydation se sont révélées efficaces pour la dégradation du CIP.
Les études précédentes ont montré que la CIP est sensible a la présence de radicaux libres, a savoir ‘OH,
‘N3 ou SO, [17, 18]. Toutefois, des problémes tels que la formation de sous-produits liée a 1’oxydation,
ou les couts plus élevés sont imprévisibles [19, 20]. Les méthodes d'oxydation écologique, c'est-a-dire
l'utilisation d'enzymes microbiennes, ont également prouvé leur efficacité pour éliminer la CIP [21, 22].
Cependant, la transformation du composé est généralement un processus lent. L'autre méthode
prometteuse pour I'élimination de la CIP est 1'adsorption [23-25]. Les principaux avantages de cette
méthode sont le faible colit de 1'adsorbant et 1'absence de génération de sous-produits. Cependant,
I'influence de divers facteurs sur le traitement de I'eau, tels que la présence d'ions métalliques, n'est
généralement pas prise en compte. Il est donc nécessaire d'étudier plus leurs effets possibles sur les taux

de dégradation du CIP.
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1. REVUE DE LITTERATURE

Une partie de ce chapitre est basée sur l'article de synthése publi¢ (Annexe 1) et a été mise a jour avec

les données récentes de la littérature.

1.1. Présence de fluoroquinolones dans |I'environnement

Les fluoroquinolones (FQ) sont une famille d’antibiotiques de synthése a large — spectre d’application
et qui ont été développés dans les années 1970 [1]. Ils font partie des antibiotiques quinolones étant
donné la structure de la quinine antipaludique. La caractéristique principale de FQ est un atome de fluor
attaché au systéme cyclique central. Les antibiotiques FQ les plus courants sont présentés dans le

Tableau 1.1.

L'un des FQs les plus utilisés est ciprofloxacine (CIP). Il est souvent détecté dans différents
compartiments environnementaux. Par exemple, il est largement présent dans les eaux usées
municipales non traitées: dans le Maryland, aux Etats-Unis, la concentration de CIP était de 1’ordre de
1900 ng/L; celle d’ofloxacine (OFL) était de 600 ng/L [2]. De plus, la fréquence de détection de CIP
était de 100%, sur tous les sites d'échantillonnage. En Finlande, parmi toutes les produits
pharmaceutiques cibles (FQ, béta-bloquants, antiépileptiques) les FQ, en particulier la CIP (200-650
ng/L), étaient les composés les plus fréquemment détectés dans les eaux d’égout [3]. Lors du traitement
des eaux usées, les FQs ont tendance a s'adsorber aux boues. Par exemple, la CIP était 'antibiotique le
plus répandu dans les boues de station d’épuration suédoise (1.6-11 mg/kg) [4]. Miao et al. (2004) ont
étudié les effluents finaux dans les stations d’épuration dans cinq villes canadiennes (i.e. Le district
régional du Grand Vancouver, Colombie - Britannique, Calgary, Alberta, Burlington, Peterborough et
Windsor en Ontario), ils ont détecté principalement les: CIP, norfloxacine (NOR) et OFL avec des
concentrations moyennes de 118, 50 et 94 ng/L, respectivement [5]. Lee et al. (2007) ont étudié une
station d'épuration en Ontario, au Canada, et ont découvert que la concentration de CIP dans les effluents

entre ’entrée et la sortie variait entre 42 et 721 ng/L [6].

Outre que les échantillons d'eaux usées, les autres compartiments de I'environnement ont été également
étudiés. Selon 1'étude de Gibs et al. (2013), dans le New Jersey, aux Etats-Unis, la concentration de CIP
dans les eaux de Hohokus Brook (en aval de la station d'épuration) a augmenté de 0,03 pg/L a 0,077
ug/L entre 2001 et 2008 [7]. En outre, sur le méme site d'échantillonnage, deux antibiotiques FQs ont
été détectés dans les sédiments: OFL (21 pg/kg) et CIP (10 pg/kg), qui étaient le deuxiéme et troisiéme
concentrations les plus élevées d'antibiotiques, aprés l'antibiotique macrolide 1’azithromycine (44
ug/kg). Dans les rivieres chinoises, les FQs (CIP, NOR, OFL, lomefloxacine) ont présenté la plus forte
concentration dans leurs sédiments (comprise entre 1,67-156 ng/g) parmi les quatre classes

d'antibiotiques ciblées [8].



De nos jours, une attention particuliére a été portée a la co-contamination par des antibiotiques avec des
ions métalliques. De nombreux produits pharmaceutiques, y compris les FQs, posseédent la capacité de
former des complexes métalliques qui peuvent modifier les propriétés des FQs, c'est-a - dire modifier
l'activité antimicrobienne de l'antibiotique [9-11], la solubilité [12] ou la biodisponibilité [13]. Des
études plus approfondies ont été effectuées pour de nombreux complexes pharmaceutiques -métalliques,
a savoir les tétracyclines, les quinolones ou les - lactames [11, 14-17]. 1l a été prouvé que la présence
des ions métalliques modifie 1’adsorption et la désorption d’antibiotique [18-20], la photolyse [21-23]
ou I’absorption [17, 24].

1.2. Fluoroquinolones: usage médical, structure, propriétés physicochimiques

L'efficacité de la premiére génération du FQ était principalement contre les bactéries Gram—négatives
[25]. Cependant, en raison des modifications de leur structure, la nouvelle génération de FQs posséde
un effet antimicrobien a large spectre vis -a - vis des souches Gram-positives et Gram-négatives. Les
FQs sont principalement utilisés pour traiter les infections au niveau de la peau, des voies urinaires,
gastro-intestinales et respiratoires ou les maladies sexuellement transmissibles [26, 27]. Leur structure
différe des quinolones en raison d'un atome de fluor fixé au noyau central de la C-6 anneau de position
et de la pipérazine (ou un autre N-hétérocycle) a la position C-7 (Tableau 1.1). L’addition de ces deux
groupes a amélioré l'activité des antibiotiques et les propriétés pharmacocinétiques [28]. Deux groupes
ionisables sont présents dans la structure des FQs, a savoir un groupe carboxylique en C-3 et un groupe
pipérazinyle en C-7, avec deux constantes de dissociation macroscopiques pKa: et pKaz, respectivement,

comme représenté sur la Figure 1.1.

Figure 1. 1 Structure de la fluoroquinolone ceux avec des sites de liaison possibles (encadré en rectangles) et
la position des groupes ionisables, responsable de valeurs du pKa (encadré en cercles)

Différents substituants modifient les caractéristiques du composé, a savoir un atome de fluor
supplémentaire (loméfloxacine (LOME)) ou un groupe méthoxy (GTI) en C-8, groupe cyclopropane
(CIP, sparfloxacine) et un groupe éthyle (NOR, LOME) en N-1 dans le noyau central, groupe amine en



C-5 (sparfloxacine), divers N-hétérocycles en C-7, [1, 25]. Cependant, les groupes en C-4 (groupe
carbonyle), ainsi qu’en C-2 (atome d'hydrogene) et C-3 (groupe carboxyle) restent inchangés en raison
de leur role clé dans I’activité antibactérienne [25, 29]. En milieu aqueux, la FQ peut exister dans la
forme protonée lorsque le pH est acide (H2FQ*). A pH égal a 1, cette forme est présente a prés de
100%. La forme zwitterionique (HFQ™) ou non chargée (HFQP) se produit & pH 1égérement acide ou
neutre et prend la forme anionique lorsque le pH est alcalin (FQ") [30-32]. En général, les FQs existent

sous forme de zwitterion, dans un large spectre de pH (le pH peut varier entre 3 et 11) [32].

Les FQs ciblent deux enzymes bactériennes, essentielles a la réplication et/ou a la transcription de
I'ADN qui sont I'ADN gyrase et la topoisomérase IV [25, 33]. L'ADN gyrase estune enzyme
bactérienne qui catalyse le superenroulement négatif de I'ADN double brin. La topoisomérase IV est
responsable de la partition de I'ADN chromosomique aprés la réplication de I'ADN. Les FQs forment un
complexe ternaire stable comprenant 1'antibiotique, 1’enzyme et le segment d'/ADN. Les FQs se lient a
I'ADN via des atomes d'oxygéne se trouvant dans les groupements carbonyle et carboxylate par des
liaisons hydrogéne, comme le montre la Figure 1.2A, tandis que I’atome de fluor, le groupe N-
hétérocycle en C-7 et l'ion carboxylate sont liés a I'enzyme [1]. Ceci conduit a la restriction de 1’activité
enzymatique et bloque la régulation des changements conformationnels dans le chromosome bactérien
lors de la réplication et la transcription de I’ADN. Il provoque probablement le clivage de I'ADN et la

libération d'extrémités d'’ADN double brin, suivies par la mort cellulaire [33].

La présence de Mg?* est essentielle en raison de son role de médiateur entre les FQ, I'ADN et les
enzymes ciblées. L'importance des ions magnésium dans le déroulement de I'ADN, en présence de FQ,
a été observée par Tornaletti et Pedrini (1988) [34]. Plus tard, le role médiateur de Mg?* a été confirmé
par Palu et al. (1992) [35]. Par la suite, les chercheurs se sont concentrés sur 1’étude de ’interaction FQ-
Mg-ADN-enzyme; Sur la base de la structure cristalline, il a été prouvé que les ions magnésium sont
chélatés par les FQs via deux atomes d'oxygéne dans les groupements carboxylique et carboxyle des
FQs [36-39]. D'autres travaux, portant sur les complexes CIP-Me, ont suggéré que le complexe CIP-Mg
est lié a ' ADN, principalement au groupement phosphate [40]. Deux groupes de chercheurs ont réussi
a obtenir la structure cristalline du complexe entre les FQs et la topoisomérase IV médiée par les ions
magnésium [29, 41]. 1l a été prouvé que les ions magnésium sont coordonnés par la molécule FQ via

des atomes d'oxygéne du groupe carboxylique (C-3) et un groupe carboxyle (C-4) (fig. 1.2 B) [29, 41].



Tableau 1. 1 Structures, usage médical et propriétés physico-chimiques des représentants des fluoroquinolones. Données obtenues de la base de données de composés PubChem

Structure de

quinolone

Nom du composé R R R3 Rs Rs PubChem Poids moléculaire logKoew pKa Solubilité (dans I'eau) [mg/L]
CID [g/mol]

Ciprofloxacine -H | -F -H 2764 331.347 0.28 pKa1=6.09 30.0 (20°C)

N
(CIP) [ j pK2=8.74

i
Gatifloxacine | -F -H 5379 375.4 2.6 pKa1=5.69** 60 (at pH4)

N
(GTI) [ pK2=8.73**

/ Ny

H
Norfloxacine -CH.CH; -H ‘ -F -H 4539 319.336 0.46 pKai=6.34  0.28 (25 ° C) La solubilité dans l'eau dépend
(NOR) N 0K2=8.75 du pH et augmente fortement a pH <5 ou pH>

a2—0.
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Ofloxacine (OFL) | F -H 4583 361.373 039  pKa=597 283

N/ [ j PK2=9.28
o\)"”’/
"y




)

C. Moxifloxacin

Glu

Figure 1. 2 Liaison schématique entre ' ADN et A. fluoroquinolone; B. fluoroquinolone via un pont de magnésium; C. Sphére de coordination autour de Mg 2* basée sur la structure
cristalline du complexe moxifloxacine, ADN et ions magnésium [29] ; D. fluoroquinolone via un ion de transition en tant que médiateur; E. liaison entre N-7 au niveau de la guanine et
de la fluoroquinolone, lorsqu'un ion de transition agit comme médiateur - la présence d'installations ioniques la liaison de la fluoroquinolone




Plus tard, les ions Mg?" coordonnées avec des molécules d'eau se lient a I’un des enzymes par
des liaisons hydrogene (fig. 1.2 C), tandis que les groupes en C-1 et C-8 FQ s’intercalent avec I’ADN. Il
a été observé que les bases entourant I’antibiotique adaptent la molécule FQ et dirigent les atomes
polaires de base Mg?* et ses molécules d’eau coordonnées [29]. Le groupe N-hétérocyclique en C-7
ouvre la poche entre la sous-unité¢ enzymatique et 'ADN. La Figure 1.2 C présente la sphére de
coordination autour de I'ion magnésium, qui montre l'importance du Mg?* dans I’interaction entre la
moxifloxacine, I'ADN et l'ion métallique - comme décrit ci-dessus, en raison des molécules d'eau
coordonnées, le complexe moxifloxacine-Mg peut se lier a bases d'ADN et enzyme. Cependant, les
études sur la GTI ont confirmé que le Mg? en se liant au groupe phosphate de I'ADN, pourrait
également jouer le role de pont dans l'interaction FQ - ADN [42]. En outre, différents ions divalents, a
avoir Cu?*, Cd?, et Co?*, peuvent augmenter capacité de liaison de GTI a I'ADN - ions de transition se
lient avec une N-7 de la base de purine de I’ADN, qui est a ’intérieur de sa molécule (fig. 1.2 D). lls
facilitent la liaison du FQ en jouant le réle d'intermédiaire entre GTI et 'ADN (fig. 1.2 E) [42]. Les
propriétés médiatrices des ions dans l'interaction FQ-ADN ont également été confirmées pour OFL et

Cu?*, loméfloxacine et Cu?*, Ni?*; Co?*, Zn?*[43].

En général, les ions de magnésium sont considérés comme étant les plus puissant dans les liaisons ADN-
enzyme-FQ, méme si sa constante déformation logs avec FQ est relativement faible si on la compare
par rapport a d'autres ions métalliques (10gfmg peut étre comprise entre 10 et 12, logficy = 13-29, logfzn =
11-26, Tableau 1.3.. Parmi les complexes testés, le Mg?* a la capacité la plus faible de se lier aux bases
de I'ADN, mais il se lie fortement au groupe phosphate de I'ADN. Cependant, il n’y a pas assez de
données sur I’influence exacte des ions métalliques sur ’interaction FQ — enzyme — ADN. Par
conséquent, des études approfondies doivent étre effectuées pour comprendre I'importance de

complexation FQ-métal au niveau moléculaire.

1.3. Complexation des métaux aux fluoroquinolones

La formation de complexes FQ-métal altére généralement les propriétés du composé en question. Le
premier rapport concernait la mauvaise absorption de la CIP en présence d'un antiacide contenant du
magnésium/aluminium [13]. La diminution de I’absorption est due a la formation de CIP et de chélate

de métal ionique. Depuis, des études approfondies de complexation métallique FQ ont été effectuées.

1.3.1. La capacité des FQ a former des complexes

La structure des FQs leur permet de former des complexes métalliques. La Figure 1.1 présente les sites
de liaison potentiels FQ-métalliques. Une description détaillée des propriétés de liaison FQs comme
présenté par Turel (2002) [44], mis a jour par Serafin et Stanczak (2009) [45] et plus récemment par
Uivarosi V. (2013) [32]. Habituellement, ils agissent en tant que ligand via 1'un des atomes d'oxygéne

présent dans le groupe carboxylique et I’'un des atomes d'oxygene du cycle carbonyle [9, 46, 47]. IlIs
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peuvent également coordonner les ions dans une manic¢re unidentée par 1’intermédiaire d'un atome
d'azote terminal dans le groupe pipérazinyle [46]. Rarement, il est possible de former un complexe FQs-
métal par deux atomes d'oxygeéne carboxyle ou par deux atomes d'azote pipéraziniques [48, 49]. Par
conséquent, on peut constater que les FQs peuvent se complexer de plusieurs maniéres avec les

métaux. Cela rend difficile I’étude des complexes FQs-Me.

L'é¢tude thermodynamique de la décomposition a été proposée pour avoir une meilleure idée sur le
mécanisme de complexation. L’énergie d'activation (E*), I’entropie d'activation (4S*), I'enthalpie
d'activation (4H*) et 1'énergie libre de Gibbs (4G*)des complexes NOR-Me sont présentés
dans Tableau 1.2 [50-52]. Ils ont été calculés graphiquement en adaptant les équations de Coats —
Redfern comme indiqué en Eq. 1-3 [53]:

AS"=R-In(Ah/KT) Eq. 1
AH'=E"-RT Eq. 2
AG*'= AH™-T AS* Eq. 3

ou R est la constante des gaz, A est la constante de Arrhenius, hest la constante de Planck, k est
la constante de Boltzmann, T est la température maximale de décomposition. Les valeurs d'énergie
d'activation de décomposition sont relativement €levées et montrent la stabilité thermique du complexe.
Tous les complexes présentent des valeurs négatives de AS", ce qui augmente de la valeur globale
de 4G*. Cela indique que le processus de décomposition est non spontané et que la réaction est
désavantagée. Les valeurs positives de AH* indiquent que le processus est endothermique - le systéme
nécessite de 1’énergie pour que la réaction se poursuive. Globalement, les données présentées dans

le Tableau 1.2 prouve gque FQs forment des complexes stables avec les ions métaux.

Tableau 1. 2 Paramétres thermodynamiques de la procédure de décomposition de la norfloxacine (NOR) complexation
métallique

Composé Gamme de température E AS” AH" AG" Ref.
[K]
[k mol-  [JK'mol- [kJmol [kJ mol
I I 1 1
] ] ] ]
NOR 336-458 4.43 -1.78 411 1.1 [50]
537-735 12.6 -1.73 121 2.25
844-996 17.5 -1.74 16.7 3.28
[Mn(NOR)2](OAC):- 305-369 3.65 -1.74 3.38 0.91
8H:20
727-827 245 -0.26 23.9 2.19
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Composé Gamme de température E" AS" AH" AG" Ref.

[K]
[k mol-  [JK™mol" [kJmol [kJ mol
] ] g ]
[Fe(NOR)3]Clz-12H20 316-383 9.33 -0.007 9.05 0.903
597-694 15.3 -0.526 14.8 1.81
[Co(NOR)2]SO4 8H20 312-372 8.02 -0.399 7.44 0.907
706-909 111 -1.63 10.04 2.4
[Cd(NOR)2]Cl2:2H20 303-413 37.98 -129.2 37.48 45.23 [52]
413-843 27.96 -87.45 25.31 53.30
843-1273 71.28 -104.4 65.29 140.5
[CA(NOR)2](NO3)2 373-696 71.66 -133.0 68.67 116.6
696-1173 56.79 -96.26 51.14 116.6
[Hg(NOR)2]ClI2 323-423 116.2 -83.50 115.6 109.7
423-693 59.40 -146.8 57.15 96.79
693-923 49.82 -69.82 45.74 93.18
[Hg(NOR)2](NOs)2 323-773 17.24 -67.41 14.17 39.11
[Zn(NOR)2]Cl2-2H20 303-413 46.75 -116.5 46.21 53.78
473-583 113.6 -80.39 111.0 136.7
[Zn(NOR)2]Br: 423-1273 205.0 -67.52 16.34 50.10

1.3.2.  Equilibre des complexes FQs-métaux

Les FQs se lient avec les ions divalents dans un rapport 1: 1 ou 1: 2 (métal: ligand) et avec les ions
trivalents dans un rapport 1: 1 ou 1: 3, rarement 1: 2 [9, 32], Ces rapports molaires sont également
dépendant du pH. Par exemple, lors de la complexation CIP-Cu, le rapport est de 1:1 est a pH acides,
mais a pH plus élevé, il se forme un complexe a un rapport de 1:2 [54]. De plus, il a été découvert que
les FQs forment des complexes plus stables avec les cations trivalents qu'avec les divalents. Les
complexes FQs les moins stables sont ceux contenant du magnésium (II) et du calcium (II) [55, 56]. Le

facteur qui influence également la stabilité du complexe est la constante diélectrique du solvant [57]. La
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constante diélectrique € (permittivité relative) est la capacité du support a isoler les charges. Elle est
également liée a la polarité chimique des médias. Dans les solutions, lorsque la constante diélectrique
est élevée (par exemple, l'eau,e= 78), il n'y a pas dassociation d'ions en raison de
la polarisation élevée du milieu, les ions métalliques et les FQs sous forme ionique existeraient sous
forme d'ions libres. Cependant, lorsque ¢ est plus faible (par exemple, MeOH, ¢ = 32,6), le complexe
peut étre formé via un appariement ionique [57]. Par conséquent, plus la constante diélectrique est
faible, plus le composé est stable en raison de la plus forte apparition d'association d'ions. Cependant,
la formation de complexes métalliques est une réaction privilégiée et le composé créé présente une
stabilité élevée, ce qui entraine la formation de complexes méme dans I'eau (constante dié¢lectrique
élevée). La formation de complexes dépend également du pH en raison de [l'ionisation du
composé [58]. Les FQs sont zwitterioniques, en raison de la présence d’un groupement acide
carboxylique et  du groupement pipérazinyle basique. Lorsque le pH est faible (acide),
le groupe basique sera ionisé plus fortement. Avec l'augmentation du pH, l'ionisation du groupe basique
s'affaiblit, mais l'ionisation du groupe acide augmente. Par conséquent, 'affinité des FQs envers les ions
différe selon la forme d'ionisation de l'antibiotique. L’affinité de la loméfloxacine pour deux ions

divalents (Mg?*, Ca?*) diminue dans I’ordre anion> zwitterion >> cation [32].

Des études approfondies ont été réalisées pour établir des constantes de stabilité (log/) de complexes
FQs- métaux. Cependant, les valeurs de logfs peuvent différer les uns des autres dépendamment des
méthodes conditions et expérimentales qui ont été utilisées (en particulier le pH). Le Tableau
1.3 présente la des constantes globales de stabilité des complexes FQs-métaaux obtenus par Urbaniak et
al. (2009) [56]. Les expériences de titration potentiométrique ont été réalisées a des pH variant de 2 al1
gamme et une force ionique 1 = 0,1 M NaCl, de sorte que toutes les valeurs de log S soient déterminées
dans les mémes conditions. Par la suite, les données obtenues ont été analysées par le programme
Hyperquad. Les valeurs les plus élevées de log S correspondaient aux complexes avec lesions
trivalents, comprise entre 15,8 et 51,6, ce qui confirment qu'ils sont les plus stables. Les valeurs les plus
basses de log S peuvent étre observées pour les complexes avec Mg (1) et Ca (II) - les valeurs ont varié

de 9,39 a 11,88. 1l s’agit donc des complexes FQs les moins stables [55, 56].
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Tableau 1. 3 Constantes de stabilité globale logp des complexes FQs-métaux obtenues via 1'expérience de titration
potentiométrique, pH 2-11, force ionique | = 0,1 M NaCl, sous atmosphére d'azote gazeux, a 22 °C, et analysés par
le programme Hyperquad. Données obtenues de [56]

pMe + qFQ + rH — Me p FQ o H r logﬂz%

Ions métalliques Ca? Cu? Mg 2* Zn? Fe 3 Al 3
CIP

Me(FQ)H 11.24 14.89 11,88 12,74 18.86 16,27
Me(FQ)zHz - 29.06 - 24.84 - 29.67
Me(FQ)sHs - - - - 48,63 43,53
NOR

Me(FQ)H 10.65 14,75 11.80 12.90 15.80 15,36
Me(FQ)zH: - 28.45 - 25,35 . 29.47
Me(FQ)sHs - - - - 47.80 42.79
OFL

Me(FQ)H 9,89 14.21 11.11 14.64 20.32 17,56
Me(FQ)zH: - 26.25 - 24.40 - 28.84
Me(FQ)sHs - - - - 48.32 41.11

Park et al. (2000) ont étudi¢ la complexation de cations divalents avec OFL et NOR [15]. Les
valeurs des constantes de formation de complexe pour les cations appartenant au groupe du béryllium
diminuent de la méme maniére que Mg®*>Ca**>Ba’*" en raison de l'augmentation des rayons

cationiques. Si les valeurs des constantes de transition des ions de métaux a sont comparées, ils sont
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plus faibles pour Mn?*et Zn?* que pour Ni?* et Co?". Ces constantes sont faibles a cause de 'occupation
du d - orbital par des électrons. Par exemple, d - orbitale de Zn?*est entiérement remplie, de sorte que
I’interaction entre les orbitales des ions métalliques et des FQ est faible et que la valeur constante est
principalement déterminée par une interaction ion-dipdle. Les cations, Ni?*ou Co?* forment
des complexes plus stables que Mn?* et Zn?* en raison des interactions d'autres électron-électron entre
le métal ionique et les ligands. En conclusion, la valeur de la constante de formation du complexe
augmente avec l'augmentation de la charge nucléaire des ions métalliques. Ainsi, les ions de métaux
alcalino-terreux généralement présents dans 1’eau et les sols forment des complexes moins
stables. Cependant, les ions métalliques qui sont considérés comme des ions de métaux lourds, ont une
charge nucléaire plus élevée, forment des complexes plus persistants et constituent une plus

grande menace pour I'environnement [10, 59].

1.4. Impact de la complexation métallique de la ciprofloxacine et d'autres fluoroquinolones

sur le traitement des eaux usées

Au cours des derniéres années, la communauté scientifique s'est concentrée sur I’investigation du sort
des FQs dans les usines de traitement des eaux usées. Cependant, les données concernant 1’influence de
la complexation des métaux des FQs sur les stations d’épuration sont encore rares. Généralement, les
FQs sont principalement éliminés par adsorption sur les boues, avec une efficacité d'élimination de 80
a 90% [60, 61]. 11 a été observé que la présence de Mg?* et de Ca®* inhibait la sorption de la CIP ainsi
que de la NOR et de la OFL dans les eaux usées salines [60]. Comme mentionné précédemment, Mg?* et
Ca?* générent les complexes les moins stables, il est donc possible que les ions métalliques, comme le
Cu?ou les ions trivalents, présentent un effet différent. Les complexes formés peuvent augmenter
I’affinité des FQs avec la boue ou les rendre plus résistantes a une dégradation supplémentaire, qui peut
étre une digestion anaérobie/aérobie par voie bactérienne. Des études ont montré que la biodégradation
des FQs est généralement négligeable en raison du faible temps de rétention hydraulique des FQs dans

le systéme et/ou de la prédominance de 'adsorption en tant que méthode d'élimination [60, 61].

Comme présenté dans la section suivante , les complexes FQs-Me peuvent présenter une toxicité envers
les bactéries. Cela peut entrainer une réduction de la communauté bactérienne présente dans les boues
activées. Ainsi, le traitement biologique des eaux usées serait moins efficace. De plus, la CIP s'est avérée
difficile a dégrader dans les systémes aqueux, mais dans les sols, la minéralisation a été
observée [62]. Do et al. (2019) ont étudié le devenir et I'élimination du CIP dans un réacteur a membrane
anaérobie [63]. Etonnamment, la biodégradation était la principale méthode d'élimination, lorsqu'une
petite fraction du CIP était adsorbée sur les boues. Liao et al. (2016) ont étudié deux cultures
bactériennes mixtes pour la biodégradation potentielle en CIP [64]. Les microorganismes provenant de
biofiltre d’eau potable et de bactéries acclimatées au CIP ont pu utiliser le CIP comme source de

carbone/d’azote. Cependant, si le CIP génere des complexes métalliques stables, il est possible que la
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minéralisation soit plus lente, donc I'exposition de l'antibiotique dans I'environnement est plus
longue. Par conséquent, en dehors de la présence des FQs, des variables doivent étre prises en compte
lors du traitement des eaux usées, telles que la présence d'autres composés susceptibles de réagir avec

eux, notamment les ions métalliques.

De nombreuses études ont été menées pour déterminer 1’efficacité de la dégradation des FQs lors du
traitement physico-chimique. Les méthodes les plus prometteuses sont les procédés d'oxydation avancés
(AOP). Par exemple, il a été prouvé que la CIP peut étre efficacement éliminée par oxydation a l'aide
de dioxyde de titane [65, 66]. Pour traiter les eaux usées hospitaliéres, les nanotubes de ZnO présentaient
une activité photocatalytique supérieure a celle du TiO; utilisé dans le commerce [67]. L’efficacité du
procédé Fenton a également été testée. Diao et al. (2017) ont développé un systéme dans lequel
des microspheéres FeS,/SiO; étaient utilisées comme catalyseur de Fenton [68]. En conséquence,
presque 100% de la CIP s'est dégradée en moins de 60 minutes. Le persulfate activé par le fer solide a
permis d'éliminer la CIP (95%) aprés 15 min, ainsi que ses produits de transformation (90%) [69]. De
plus, Feng et al. (2018) ont récemment décrit 1'influence de 1'oxydation des FQs par les métaux [70]. En
général, on a constaté que la présence des métaux améliore 1'oxydation de FQ due a une production

accrue de radicaux (-OH and SO4).

L'influence des ions métalliques sur I'élimination des FQs a été étudiée de maniére plus approfondie
dans le cas des méthodes d’adsorption. Par exemple, la présence de Cu (II) a entrainé une augmentation
de la capacité¢ d'adsorption CIP de l’oxyde de graphéne magnétique fonctionnalisé par l'acide
nitrilotriacétique en raison du pontage du métal [71]. Une autre étude menée par Ma et al. (2020),
a révélé que la présence de Cu (II) a faible concentration augmente 1égérement d'adsorption de CIP sur
hydrogel de graphéne [72]. Cependant, lorsque la concentration de Cu (lI) est élevée, il entre en
concurrence d avec  les antibiotiques  sur  lessites  de liaison. Une microsphére  magnétique
fonctionnalisée de NiFe;O4 a été développée et testée par Liu et al. (2018) [73]. Il a été découvert que
I'adsorbant produit était capable d'é¢liminer simultanément CIP, ENR et NOR ainsi que les métaux
lourds, a savoir Cu?*, Cd?*, Cr®* et Zn?". Cependant, les deux types de contaminants présentaient des

mécanismes d'adsorption différents, leur présence n'affectait donc pas l'efficacité d'élimination.

1.5. Impact de la complexation métallique de la ciprofloxacine et d'autres fluoroquinolones

sur les microorganismes présents dans I'environnement
15.1. Activité antimicrobienne des complexes fluoroquinolone-métal

La présence de FQs et sa persistance dans les compartiments de l'environnement peuvent avoir
un effet toxique sur les microorganismes vivant dans le sol et dans I'eau [62, 74]. Tl a été prouvé que la

CIP conservait son activité antimicrobienne dans les deux systémes, le pouvoir d’inhibition étant plus
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fort dans I’eau que dans les sols. De plus, le CIP est capable de former des complexes stables avec des

ions métalliques et des substances humiques, en préservant leur pouvoir antimicrobien [75].

Les facteurs qui influencent sur l'efficacité complexe contre les micro-organismes sont: (1) la nature de

l'ion métallique; (2) la nature des ligands; (3) l'effet chélatant, c'est-a-dire des complexes avec des
ligands chélateurs bidentés (FQs) et des ligands N,N'-donneur, présente une puissance antimicrobienne

accrue; (4) la charge globale du complexe - généralement l'activité antimicrobienne suit l'ordre:
complexe cationique> zwitterionique> anionique; (5) la nature et I'existence de l'ion neutralisant le
complexe ionique; (6) le nombre d'atomes de métaux centraux réunis dans le composé de coordination

(noyau) - en général, les complexes dinucléaires sont plus puissants que ceux mononucléés [16].

Le Tableau 1.4 présente l'activité antimicrobienne exprimée par la concentration minimale inhibitrice
(CMI) [ng/ml] - la plus faible concentration de composé empéchant la croissance visible des
bactéries. Le Tableau 1.5 présente les résultats obtenus par la méthode de diffusion, test qualitatif
de sensibilité aux antimicrobiens. Dans certains cas, l'efficacité a inhiber les micro-organismes est
inféricure a celle du ligand Iui-méme. Cependant, en général, les complexes métalliques FQ présentent
une activité antimicrobienne similaire ou plus élevée, en comparaison avec les ligands libres. En fait, la
composition du milieu utilisé et les conditions expérimentales peuvent affecter les résultats des tests de
toxicité [76]. L'interaction entre le complexe antibiotique-métal et les composants du milieu peut
entrainer une altération du complexe, c'est-a-dire une hydrolyse. Ainsi, le composé actif qui présente un

effet toxique vis-a-vis du microorganisme, peut-étre une substance non testée.
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Tableau 1. 4 Concentration minimale d'inhibition des complexes fluoroquinolone- métal [ pg/mL]

Composé

CIP

[Co(CIP),(
H20)2]-
9H,0

[Zn(CIP)x(
H20)2]-
8H,0

Ni(CIP)2-10
H,0

Cu(CIP)26
H.0

NOR

Bi(NOR)4(
H20);

OFL

[Mg(R/S-
OFL)(H20)
2]- 2H,0

Concentration minimale d'inhibition [ pg/mL]

Bacteria Gram+

S.aureus

0.

N
(6]

0.25

0.25

05

0.25

0.06

0.04

M.luteus

12

20

B. subtilis

0.0

w

0.06

0.03

0.03

0.03

0.5

0.8

S. epidermidis

©
[EEN
N

0.06

0.12

0.12

0.06

0.04

0.03

0.75

E. faecalis

10

15

Bacteria Gram-

E. coli

0.12

0.03

0.03

0.03

0.12

0.05

0.02

0.2

0.25

19

P. aeugrinosa

o
=
N

0.12

0.12

0.12

0.12

10

S. enteriditis

0.75

K..pneumoniae

o
[EN
N

0.12

0.06

0.12

0.06

0.08

0.06

0.7

o
8  S.liquefaciens

S

0.00

0.00

0.00

0.00

o
8 | C. freundii

SN

0.12

0.00

0.00

0.00

Ref.

[9]

[77]

[39]



Tableau 1. 5 Activité antimicrobienne testée via le Test de diffusion de plat

Composé Bacteria Gram+ Bacteria Gram- Fungi
(5]
= » s 2 Z " @
o s 2 | 3 £ T 2 S 3
3 = 5 s = =3 3 ] = >
s & 3F|E & & § &% &8
9 (&) o o Wi o %) N O %)
Diamétre de la zone d'inhibition [mm/mL échantillon] [78]
LOME 48 - - - 43 - - - 11 -
[Cr(LOME)(H20ys 38 - - - 36 - - - 12 -
].
Cls
[Mn(LOME)(H;0) 48 - - - 43 ; ; - 11 ]
4]-Clz
[Fe(LOME)(H:0): 46 - i : 0 - : i 13 -
]
Cl3-H0
[Co(LOME)(H,0) 44 - - - 40 - - - 20 -
4]-Clz
[N(LOME)(H:0) 40 - - |- 40 - - - |la -
]
Cl,-H,0
[Cu(LOME)(H.0) 43 - - - 42 - - - 12 -
a]
Cl,-2H,0
[Zn(LOME) 47 - - - 42 - - - 12 -
(H20)4]-Cl2

[79]; Activité du composé: +++++ = 150-200% d'inhibition; ++++, inhibition de 90 a 100%; +++, inhibition
de 75-85%; ++, inhibition de 50 a 60%; +, Inhibition de 20-30%

GTI ++++ - ++++ |+ A A - ++++ | ++++  NA
Mg(GTI). ++++ - +4+++ |+ - ++++ | NA NA
+ +
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Composé Bacteria Gram+ Bacteria Gram- Fungi
[«5]
= o g
5 L =] =2 S %) &
© (2] = = S c ‘a3
<] = = Ke) = =2 1S ] 2
e = @ =) = > o >
g 5 = = = = 2 @ S @
s < @#| & & & § a8 | ® 8
w O m o Ll o ) X o %)
Ca(GTI)2 ++++ - e O ++++ - ++++ | ++++  NA
+ + + +
Cr(GTI). ++++ - ++++ |+ +++ - ++++ | ++++  NA
+ + +
Mn(GTI). ++++ - +4+++ |+ A A - ++++ | NA NA
+ + +
Fe(GTI)2 ++++ - +HH+ | HHHE - ++++ | ++++  NA
+ + +
Co(GTI)2 +H++ - +++ +++ - ++++ | ++++  NA
+ + +
Ni(GTI)2 ++++ - +H++ | ++++ - ++++ | ++++  NA
+ + + +
Cu(GTI): ++++ - ++++ |+ - ++++ | ++++ NA
+ +
Zn(GTI) ++++ - 4+ | HHHE +H++ - ++++ | ++++ NA
+ + +
Cd(GTI)2 +H++ - +++ +++ +++ +++ - ++++ | ++++  NA
+ +

Abréviations: NA - aucune activité; S. aureus - Staphylococcus aureus; C. hoffmannii - Corynebacterium hoffmannii,
B. Subtilis - Bacillus subtilis; E. Faecalis — Enterecoccus faecalis; P. mirabilis - Proteus mirabilis; E. coli - Escherichia coli;
P. aeugrinosa — Pseudomonas aeruginosa, S. enteriditis - Salmonella enteriditi ; Klebsiella pneumoniae -
K. pneumoniae ; C. albicans - Candida albicans; A. niger - Aspergillus niger; A. flavus - Aspergillus flavus; S. cereisiae -
Saccharomyces cerevisiae

La théorie de la chélation peut expliquer 'augmentation de l'activité contre les microorganismes. Les
ions métalliques partagent partiellement la charge positive avec les groupes donneurs de ligands, ce qui
diminue la polarité des ions. L'orbite du ligand et I'orbitale du cation se chevauchent. La délocalisation
des n-électrons dans le cycle chélate se produit, donc la lipophilie de la complexité augmente, ce qui
facilite le passage du complexe FQs-Me a travers la membrane lipidique de la cellule et la pénétration

cellulaire [14, 80, 81].
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L'activité antifongique des FQ a également été testée. Dans la plupart des cas, les FQ n'ont aucun effet
sur les champignons, a I'exception des complexes [Ni/Co(LOME)(H-0)4]Cl2-H2O (Tableau 1.5), qui ont
augmenté le pouvoir inhibiteur de C. albicans. Les résultats ont été comparés a un antibiotique
antifongique, I'amphotéricine B et le complexe LOME-Me s'étant révélés moins actifs [82]. Les
complexes GTI-Me (sauf les complexes Mn?* et Mg?*) ont également montré une activité accrue contre
C. albicans (Tableau 1.5) et Fusarium solani (données non présentées) [79]. D'un point de vue
médical, ils sont des antibiotiques potentiels contre les champignons, par exemple C. albicans, ce qui
provoque la candidose - I’'une des infections les plus communes dans les hopitaux [83]. Les complexes
FQs-Me peuvent étre moins toxiques pour I'étre humain que d'autres composés antifongiques, tels que
'amphotéricine B. Cependant, du point de vue effet sur l'environnement, les FQ et leurs complexes
métalliques peuvent perturber les communautés fongiques, qui peuvent &tre essentielles pour leur
écosystéme. Par exemple, certains champignons vivent en symbiose avec les plantes (mycorhizes) [84].
Par conséquent, la présence de composés ayant un effet toxique sur eux affecterait également la
croissance de ces plantes. De plus, l'effet toxique sur les champignons peut avoir un effet négatif sur la
qualité du sol, car les champignons saprophytes jouent un réle important dans la rétention d'éléments

nutritifs dans le sol [85, 86].

1.5.2. Résistance aux antibiotiques

L'exposition de I'environnement a long terme aux FQs induit la sélection de bactéries résistantes aux
antibiotiques, qui sont devenues plus courantes ces derniéres années. La résistance des FQs peut
apparaitre en raison de la mutation dans des régions spécifiques de sous-unités enzymatiques
- gryA et gryB dans I'ADN gyrase et parC pour la topoisomérase IV [25]. L'autre mécanisme de
résistance est la régulation a la hausse de 1'efflux ou la réduction de la perméabilité de la membrane
cellulaire en modifiant les porines de la membrane [87]. Une résistance a médiation par le plasmide a
également été observée [88]. Les protéines, codées sur les plasmides, peuvent protéger la topoisomérase

de I’attaque des quinolones.

Girardi et al. (2011) ont mené I'étude sur les génes de résistance a la CIP présents dans les sols [62]. Les
genes n'ont pas été détectés dans les souches de bactéries testées. Cependant, les génes de résistance

sont apparus apres plus de 14 jours d'incubation avec I'antibiotique.

Il a été prouvé que la présence d'ions de métaux lourds dans l'environnement est en corrélation positive
avec l'abondance de certains génes résistants aux antibiotiques [89-91]. Les métaux seuls possedent des
propriétés antibactériennes [92]. Ils peuvent entrainer un dysfonctionnement des protéines et désactiver
les enzymes par échange de métal structural/catalytique (Pb (IT), Ni (IT)) ou par oxydation de Cys dans
le site de liaison du Fe. La production d'espéces réactives de I'oxygéne par Fe (IIT) ou Cu (IT) peut, par

exemple, endommager I'ADN. Ils peuvent également désactiver la fonction membranaire (Ag (I), Cu
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(II), Cd (II)) ou nuire a 1'absorption de nutriments (Fe (III)). Les métaux présentent également une
génotoxicité (par exemple, Mn (II), Cr (VI), Cd (1), Co (IT)) [92]. Par conséquent, les bactéries ont
développé des mécanismes de résistance aux métaux. De plus, les génes de résistance aux antibiotiques
et aux métaux lourds peuvent étre liés au méme plasmide [89, 91]. Par conséquent, les métaux peuvent
influencer la sélection des souches résistantes aux antibiotiques en raison d’une pression sélective a long
terme vis a vis des bactéries - métaux ne subissant pas de dégradation, comme les antibiotiques et
d’autres composés chimiques. Le mécanisme exact et I'influence sur les souches résistantes aux

antibiotiques et aux métaux lourds nécessite encore des études plus approfondies.

Des modifications de composés connus peuvent étre testées pour surmonter les bactéries et les
complexes FQ-métal résistants aux FQs qui sont prometteurs pour atteindre cet objectif. Les données
suggerent que les complexes d'antibiotiques libres et FQs-Me sont transportés par deux voies
d'absorption différentes. Les FQs entrent dans la cellule par des canaux non spécifiques, c'est-a-dire les
porines OmpF ou OmpC, par diffusion passive et par interaction au sein des canaux [87, 93,
94]. Cependant, les bactéries ont développé une résistance a la réduction de la consommation
d'antibiotiques par des modifications de la perméabilité des porines ou des mécanismes d'efflux
d'antibiotiques. Cependant, les complexes FQ-Me probablement entrent dans la cellule bactérienne de
différentes maniéres [95, 96]. L'interaction entre les lipides présents dans la membrane et le complexe
antibiotique est plus forte qu'avec FQ libre (comme CIP) enraison des interactions
électrostatiques  entre les groupes cationiques des complexes FQ-Me et les lipides chargés
négativement. Par conséquence, les métallo-antibiotiques pénétrent dans la cellule dépendamment des
changements d'hydrophobie [96, 97]. D'autre part, en raison de la co-contamination des ions métalliques
et des antibiotiques dans l'environnement, il serait possible pour les FQ d'obtenir également une

résistance contre les métalloantibiotiques, par des modifications de la composition membranaire.

Le phénomeéne concerné est le développement d'une de défense bactérienne via formation de
biofilms [98]. En présence d'antibiotiques, ils utilisent les propriétés de barriere de perméabilité
extracellulaire du biofilm pour interférer avec 1’absorption de composés toxiques. Cependant, ce
processus est tres coliteux sur le plan énergétique et peut donc étre inefficace. La présence de cations est
cruciale pour cette interaction. Le pont métallique est formé en liant le tryptophane déprotoné, présent
dans les matrices de biofilms, a 1’ion métallique, qui est connecté au groupe carboxyle/carbonyle des
FQ.La formation d'un pont métallique entre les ions divalents, les biofilmset le CIP a été
spécifiquement régulée. Sans pontage de métal, la cellule présente une perméabilité plus élevée,
lI'absorption de FQ, d'ou la chimiotaxie défectueuse [98]. Le procédé s'avere efficace sur le plan
énergétique pour les bactéries. La formation de ponts métalliques dans les matrices de biofilms est

considérée comme un facteur crucial dans la résistance des bactéries aux antibiotiques.
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1.5.3. Bioaccumulation

Les FQs, y compris CIP, ont été détectés dans les poussins d’aigle doré et vautours a des concentrations
comprises entre 20 et 150 pg/L [99, 100]. Avec un facteur de bioaccumulation de 3262 L/kg, la CIP a
montré une accumulation potentielle chez la carpe de crucian, présente dans la riviére Haihe, en
Chine [101]. Les systémes végétaux de sol ont également été étudiés [102, 103]. On a découvert que la
CIP a été présent dans les racines des : chou chinois, radis, tomates, et a haricot long, et peut - étre
diffusé aux parties aériennes [102]. Ces données sont extrémement alarmantes - ces légumes sont
couramment utilisés dans de nombreux ménages a travers le monde. La présence du CIP peut avoir des
effets néfastes sur I'homéostasie humaine, tout comme sur la flore bactérienne intestinale. Néanmoins,
les connaissances sur la bioaccumulation des FQ sont encore insuffisantes, les connaissances sur

I’impact des complexes FQ — métaux sont encore plus inconnues.

1.6. Mobilité des complexes de métaux fluoroquinolones dans divers compartiments

Les valeurs logKow de différentes FQs (Tableau 1.1) indiquent qu'elles ont une forte affinité pour
I’eau. Néanmoins, les études ont révélé que les FQs ont tendance a s'adsorber sur le sol, les sédiments et
les boues [61, 104-107]. Van Doorslaer (2014) a indiqué que les valeurs rapportées dans la littérature
de logKowincluent des données obtenues par modélisation et a travers des expériences a 1’échelle
laboratoire, les valeurs expérimentales sont supérieures d'au moins 1 unité de log aux données obtenues
via des outils de modélisation [108]. En outre, les données expérimentales ont montré qu'il existait une
variabilité entre les valeurs logKow, probablement en raison de la différence au niveau de la température
de la solution et de I’effet de partition du pH [108]. La nature amphotére des FQs joue également

un role important dans ce cas en raison de leurs diverses occurrences de spéciation.

Dans les différents compartiments de I'environnement, la substance abondante susceptible d'affecter la
mobilité des produits pharmaceutiques est la matiére organique [75, 109, 110]. Aristilde et Sposito
(2010) ont effectué des simulations moléculaires de l'interaction entre la CIP et l'acide humique, le
représentant de la matiére organique [111]. Dans un environnement acide, lorsque les substances
humiques sont protonées, la CIP présente une plus grande affinité a leur égard. Toutefois, a pH neutre
et en présence de cations divalents, deux scénarios peuvent se présenter. Le premier est la formation
d’un complexe ternaire entre CIP et les substances humiques avec des ions métalliques, jouant le role
de médiateur. Dans le second scénario, les ions divalents entravent la formation du complexe CIP-
substance humique [111].IIs ont conclu que l'amélioration de la formation du complexe dépend
inversement du rayon ionique du cation — Mg?* et Fe?* facilitant la liaison entre la CIP et les substances

humiques par rapport au Ca?".

L'échange de cations, la formation de pontset la complexation de surface sont les mécanismes

d'interaction entre les FQs et les sols [107, 112, 113]. En conditions tropicales, leur coefficient de
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distribution Kq peut atteindre plus de 544,2 L/g, alors que les sulfamides dans les mémes conditions
allaient de 0,7 a 70,1 L/kg [107]. Le sol contient différentes particules, y compris des composants
minéraux, tels que des oxydes hydratés. Les oxydes hydratés d'aluminium et de fer sont les minéraux
les plus importants en raison de leurs surfaces hautement réactives, [114]. lls peuvent former des
complexes avec des ions métalliques ou des composés organiques. En général, ils sont
amphoteres. Ainsi, la sorption des FQs, tels que la CIP sur des oxydes hydratés, est un processus
fortement dépendant du pH [114]. Avec l'augmentation du pH, la sorption de la CIP a été observée
également augmenter, jusqu'a atteindre un pH proche de la neutralité (pH 7,8 pour les oxydes hydratés
d'aluminium et de 6,5 pour les oxydes hydratés de fer). Au-dela de cette valeur de pH, l'affinité
pour absorber la CIP sur les oxydes hydratés a diminué [114].

L'influence des ions divalents (Cu?*et Ca?* sur le transport de CIP dans du sable saturé a été
étudiée [115]. Lorsque les oxydes Al/Fe étaient présents et appliqués sur le sable natif, le transport par
CIP était entravé. Al/Fe avait tendance a former des complexes forts avec la CIP, ce qui entrainait
I'immobilisation du CIP dans le sable et la diminution de sa concentration dans une solution
aquatique. Dans ce cas, seul le Cu?* pourrait légérement favoriser le transport en mode CIP. Lorsque la
CIP était pré-adsorbé sur le sable, les deux ions divalents étaient incapables de soutenir la mobilisation
de I'antibiotique. La pré-sorption de Cu?*/Ca?* sur du sable de quartz a augmenté 1'adsorption de CIP en
raison de la complexation des métaux [116]. Toutefois, dans le sable propre, ou les oxydes hydratés de
Fe/Al ont été éliminés, le rapport de Cu?*/Ca?" présent en solution a permis d’améliorer la mobilité de
la CIP. Bien que, I'effet promoteur du Cu?" a été plus fort que celui de Ca?*[115, 116]. Ces résultats
indiquent que la présence d'ions métalliques peut influencer 1’efficacité de sorption du CIP en fonction

du type d'ions et s’ils sont présents dans la phase solide ou liquide.

Tan et al. (2015) ont mené une étude sur I’adsorption du CIP sur la goethite [117]. La présence d'ions
métalliques divalents augmentait la rétention de CIP a la surface du sol, probablement via un pontage
de cations. L'ordre d'affinité du CIP pour les métaux était: Cu?* > Pb?* >Cd?* >Ca?* ce qui correspondait
aux valeurs des constantes de complexation obtenues. Le processus ne dépend pas du pH, on s'attend a
une interaction CIP-Cu qui présente une dépendance significative au pH en raison d'une forte
complexation CIP-Cu (la constante de complexation la plus élevée dans ce groupe d'ions
métalliques). Le rapport de concentration de CIP et d'ions métalliques affecte l'adsorption des
antibiotiques - l'adsorption la plus élevée ne s'est pas produite lorsque la concentration en ions
métalliques était excessive. Cela est probablement dd a la contribution partielle des ions métalliques
dans le processus de sorption du CIP. De plus, il a été prouvé que les ions métalliques peuvent
concurrencer le CIP pour les sites de sorption dans le sol, comme le montre la Figure 1.3 B [115,
116]. De plus, la présence de Cu?* et d'acide fluvique augmentait la sorption de CIP du le sol, bien que

la concurrence entre eux et la diminution de la sorption de CIP soient attendues [117].
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Figure 1. 3 Interactions clés entre le sol, les métaux et les fluoroquinolones, ou le cercle est constitué de
fluoroquinolone et le triangle d'ions métalliques; A. I'ion métallique agit comme un pont entre |'antibiotique et le
sol;B L'ion métallique et la fluoroquinolone sont en compétition pour les sites de liaison dans le sol C. formation de
fluoroquinolone et de complexes métalliques, qui inhibent la sorption sur le sol

La co-adsorption de la CIP et du Cu?*a été étudiée également sur la montmorillonite et la kaolinite, la
montmorillonite a une plus grande capacité d'échange de cations que la kaolinite [118]. Le processus de
sorption a été testé dans une large gamme de pH. A pH acide (<5,0), [Cu(CIP%)]*, CIP* et Cu?* étaient
présents en solution. Le [Cu(CIP*)]?* prévalait entre 6,0 et 7,0, et lorsque le pH atteignait 8,0, [Cu(CIP-
2)] commengait a précipiter. Entre pH 4,0 et 7,0, la CIP a montré une forte capacité de sorption sur la
montmorillonite par échange de cations, probablement entre le site de charge permanent sur l'argile et
I'atome d'azote sur le noyau hétérocyclique de CIP*/CIP*[118]. La présence d'ions de cuivre (IT) n'a
montré aucun effet sur la sorption de la CIP sur la montmorillonite en dessous de pH 6,0. Il est possible
que la montmorillonite ait fourni une capacit¢é de sorption suffisante et qu’elle puisse
absorber complétement CIP*. Cependant, au-dessus de pH 6,0, la valeur de la sorption de la CIP a
augmenté lorsque le Cu (IT) était présent. Le surface de montmorillonite chargée négativement a
contribué a la forte adsorption de la charge positive [Cu(CIP*)]?*/[Cu(CIP*)2]**, plutdt que CIP*'CIP-
. Un autre mécanisme possible pourrait intervenir: le Cu (II) s'adsorbe d'abord sur l'argile, puis le CIP

forme un complexe avec l'ion métallique adsorbé [118].

La kaolinite présentait une sorption de la CIP plus forte que celle de la montmorillonite a pH plus élevé
(9,5), probablement en raison de I’interaction entre la charge variable de 1’argile et le groupement
carboxyle de la CIP [118]. La présence de Cu (II) a diminué la sorption CIP sur la kaolinite pour des pH
en dessous 6,0. La CIP* était plus favorablement adsorbé sur 'argile que le complexe CIP-Cu, en raison
de l'interaction interférente entre la surface chargée positivement de la kaolinite et le groupement
carboxyle du CIP.A pH plus élevé, en raison de la formation de ponts cationiques, le
[Cu(CIP*)]>*/[Cu(CIP*),]?* avait une plus grande affinité pour absorber la kaolinite [118].
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Les différences dans la composition des compartiments environnementaux sont les principaux facteurs
qui influencent la mobilité des FQs et de leurs complexes métalliques. D'autres paramétres, tels que le
pH, la température ambiante et le climat peuvent également avoir une influence. Cependant, les données
sont encore rares, c’est la raison pour laquelle qu’il faut entreprendre des travaux plus avancés pour

étudier I’effet des ions métalliques influence sur le transport des FQs.

1.7. Perspectives futures étendues a différents compartiments environnementaux

La présence des FQs dans les sols peut affecter leur fertilité. Il a été déja démontré que la forte
concentration de CIP dans le sol affecte négativement la croissance de radis [102]. En outre, les
complexes FQ-métal, qui peuvent étre persistants dans I’environnement, peuvent également affecter les
plantes et la communauté microbienne nécessaires a la bonne fertilité du sol. La perturbation de cette
dépendance peut entrainer une réduction des rendements et/ou une malformation des plantes. De plus,
si la plante peut accumuler des complexes FQ-métal, ils peuvent affecter les organismes vivants, y
compris I'nomme lorsque la plante est consommeée. Cela peut entrainer une accumulation de métaux
lourds encore plus toxique en présence des antibiotiques. Jusqu’a date, I'effet exact des complexes FQs-
Me sur les organismes vivants, a l'exception des bactéries, des champignons et de certains protozoaires,

est toujours inconnu.

Une situation analogue se produit dans les compartiments aquatiques. Les complexes FQs-Me peuvent
demeurer stable et affecter par conséquence la faune et la flore aquatiques, telles que les bactéries, les
Cyanobactéries, les algues vertes, les plantes aquatiques et les poissons. De plus, les rivieres et les bassins
hydrographiques sont souvent la source d’eau potable; par conséquent, les complexes antibiotiques-
métaux peuvent étre présents, ce qui pose les mémes menaces que précédemment. En plus, en raison de
la nouvelle adaptation technologique des FQs-Me, leur application pourrait s’étendre, mais leur impact

éventuel sur I’environnement et leur élimination sans danger doivent étre prise en compte.

De nos jours, on ignore toujours les effets nocifs des FQs et de leurs complexes métalliques. Des études
approfondies devraient étre effectuées pour avoir une idée sur I’influence exacte des complexes sur
I’écosystéme. En outre, les stations d'épuration devraient étre améliorées pour la bonne détection et
¢limination des FQs qui peuvent étre présent dans l'eau. Le traitement des boues et des sols doit
également étre étudié, afin d'éviter la formation de FQs-Me. Il faut sensibiliser le grand public afin que
la société soit consciente de la nécessité d'éliminer les médicaments de maniére a prévenir les

interactions et réactions intempestives antibiotiques-métaux.
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