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Quotient de Danger

Quantitative Structure Activity Relationship, relation quantitative
structure a activité

Rendement d’élimination moyen en station d’épuration

Résumé des caractéristiques des produits

Registration, Evaluation and Authorization of Chemicals

Substance Active

Systéme Général Harmonisé

Station d’épuration

Technical Guidance Document on Risk Assessment, document
d’orientation technique pour 1’évaluation de risques

Temps de Persistance

Union Européenne
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URC
US EPA
Uv

VG
VTR

Unité de reconstitution Centralisée

United States Environmental Protection Agency
UltraViolet

Valeur Guide

Valeur Toxicologique de Référence
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Introduction

La France est le 4™ consommateur mondial de médicaments (avec une moyenne de 48 boites
par an et par habitant) apres les Etats Unis, I’Allemagne et le Japon. Une fois administrées,
ces molécules sont éliminées par voie naturelle, se retrouvent dans les eaux usées et peuvent
alors étre transportées jusqu’aux eaux destinées a la consommation humaine pour ensuite
servir d’eau de boisson ou pour I’arrosage de denrées alimentaires.

La détection de résidus de médicaments dans les eaux est réalisée depuis les années 1980 et a
d’abord été effectuée dans les pays anglo-saxons. La mise en lumicre d’effets des résidus de
médicaments sur la faune aquatique, tels que la féminisation des poissons par exemple, a
encouragé les recherches et nous savons aujourd’hui qu’aucun milieu aquatique (eaux usées
avant et apres traitement, eaux souterraines, eaux de surface, voire eau destinée a la
consommation humaine) ne peut étre considéré comme indemne de contamination par ces
molécules. Le niveau de contamination des eaux usées reste plus élevé que celui des eaux
souterraines (respectivement 10 pg/L et 10 ng/L).

L’excrétion par le patient, mais aussi l’industrie pharmaceutique, les rejets par les
établissements de soins et la mise a I’évier des médicaments non consommés sont les sources
de cette pollution. L’ensemble de ces contaminants arrive généralement dans des stations
d’épuration qui ne sont pas congues pour ¢liminer ce type de polluants d’origine organique.
En France, le Plan National Santé et Environnement deuxiéme version (2004-2008) a
contribué¢ a I’intérét pour cette problématique jusqu’alors limitée a quelques laboratoires
pionniers et a initié la «recherche de contamination des rejets urbains et des eaux
superficielles par les médicaments ».

Notre travail de thése a pour objet de contribuer au progres des connaissances sur 1’impact
éventuel des résidus de médicaments présents dans les milieux aquatiques sur la santé
humaine et en particulier ceux présents dans les eaux destinées a la consommation humaine.
Ceci implique une hiérarchisation de ces molécules en termes de danger et une priorisation de
celles dont la toxicité ou I’écotoxicité serait la plus importante afin de pouvoir répondre aux
questions du public et des gestionnaires de risque (par exemple en cas de réutilisation des
eaux usées). Nous avons donc choisi de mener une démarche d’évaluation quantitative des
risques sanitaires (EQRS). Les expositions analysées sont I’ingestion d’eau quotidienne et le
contact cutané lors de la baignade.
Les différentes phases d’une EQRS relative a la gestion d’un risque chimique sont les
suivantes :

1. identification des principes actifs auxquels la population est exposée,

2. évaluation du danger (risques pour la sant¢),

3. quantification et qualification de 1’exposition,

4. hiérarchisation des risques,

Le plan de notre mémoire suivra donc ces étapes: dans un premier temps, nous allons
présenter dans notre partie bibliographique un état des connaissances concernant les composés
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pharmaceutiques retrouvés dans les compartiments aquatiques environnementaux et leurs
concentrations dans les eaux usées et les eaux destinées a la consommation humaine. Puis
nous nous intéresserons aux risques qu’ils présentent pour la santé humaine. Ainsi, cette partie
posera les préalables a notre démarche d’EQRS. En second lieu, nous développerons la
méthode construite et utilisée afin de hiérarchiser les résidus pharmaceutiques en termes de
danger. Dans une troisiéme partie, nous exposerons les résultats de tests de génotoxicité
réalisés en laboratoire sur les molécules anticancéreuses sélectionnées, tests qui nous ont
permis d’améliorer notre hiérarchisation des risques en complétant notre état des
connaissances quant aux risques pour la santé humaine. Enfin, nous discuterons I’ensemble de
ce travail avant de conclure et de proposer des perspectives a donner a ce projet.
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1. Etat des lieux de la présence des résidus de médicaments dans
I'’environnement aquatique et risque inhérent pour la santé

Les résidus de médicaments sont des polluants émergents dont les effets sur la santé humaine
mais aussi la faune aquatique sont mal connus. Il est admis que tous les compartiments
aquatiques sont contaminés par ce type de pollution, mais il semble nécessaire de savoir
quelle en est I’importance.

1.1. Définitions

Micropolluants

Les micropolluants sont définis comme des substances (minérale, biologique, organique,
radioactive,...) polluantes qui a des concentrations infimes (de I’ordre du micro voir du
nanogramme par litre) dans un milieu donné, peuvent avoir une action toxique ou écotoxique
avec des effets directs ou indirects sur la sant¢ humaine et les écosystémes. Ces substances
sont retrouvées dans les différents compartiments de 1’environnement (eau, air, sol), par
émission directe ou indirecte (ruissellement, drainage, retombées atmosphériques).

Médicaments

Le Code de Santé Publique définit dans son article L5111-1 la notion de médicament comme
« toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou
préventives a l'égard des maladies humaines ou animales, ainsi que toute substance ou
composition pouvant étre utilisee chez I'Homme ou chez l'animal, ou pouvant leur étre
administrée, en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier
leurs fonctions physiologiques en exercant une action pharmacologique, immunologique ou
métabolique ».

Un médicament est composé de deux sortes de substances: une ou plusieurs
substances actives (ou « principes actifs ») et un ou plusieurs excipients.

La substance active d'un médicament est le composant de ce médicament qui posseéde un effet
thérapeutique. Cette substance est souvent en trés faible proportion dans le médicament par
rapport aux excipients.

Les excipients sont des substances auxiliaires inertes, servant a la formulation galénique ou
destinées a modifier 1’absorption du principe actif par le corps.

Un médicament peut avoir une origine naturelle lorsque la substance active est extraite
de végétaux, de minéraux ou d'organismes vivants, ou une origine synthétique lorsqu'elle est
issue de l'industrie chimique ou pharmaceutique. Aujourd'hui les substances naturelles ne
comptent plus que pour 5 % de la pharmacopée (d’apres 1’industrie du médicament).

Les médicaments sont des molécules fabriquées pour étre biologiquement actives.
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Lors de leur administration a 'Homme ou a l'animal, une partie n'est pas totalement utilisée
par l'organisme. Ces sont ces «résidus de médicaments » qui seront excrétés sous forme
inchangée ou métabolisée dans les selles et les urines, rejoignant ainsi les réseaux des eaux
usées et I'environnement.

Résidus de médicaments

Les résidus de médicaments représentent les rejets de médicaments dans 1’environnement. Le
terme « résidus de médicaments » désigne la molécule mére ainsi que ses métabolites, qu’ils
soient issus d’une dégradation biologique apres passage dans les reins, le foie ou un autre
organe, ou issus d’une transformation dans 1’environnement par hydrolyse, photolyse, etc.

1.2. Les sources de contamination

Les résidus de médicaments retrouvés dans 1'environnement proviennent de deux grands types
de sources :
Ales sources diffuses, représentées par les excrétas humains aprés collecte dans les
réseaux d'assainissement et a la sortie des stations de traitement ; la quantité retrouvée dans
les eaux dépend donc, pour cette voie d’entrée, de la consommation faite par la population.
Celle-ci vieillissant et augmentant, les quantités consommées et ainsi rejetées ne font que
croitre.
Ales sources plus ponctuelles, résultant des pertes lors des procédés industriels de
fabrication ou des rejets issus d'activités d'élevage, soit directement dans le milieu (activités
piscicoles par exemple), soit par ruissellement, notamment aprés épandage sur les sols
agricoles.
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Figure 1-1: Origines et voies de dissémination dans I’environnement des résidus de
médicaments et des produits d’hygiene (Daughton, 2006 US EPA web site
http://www.epa.gov/pibs/pdfs/CECRSM.pdf) derniére consultation 22/01/2013.

S'ajoutent a ces deux types de sources, les médicaments non utilisés (MNU) éliminés dans les
ordures ménageres avec les déchets classiques ou directement dans les égouts par
méconnaissance des filicres de recyclage et dont la part est difficile a quantifier. D'apres
I'enquéte de Bound et Voulvoulis réalisée en 2005 auprés de 400 foyers du sud-est de
I'Angleterre, 12 % des ménages jetteraient leurs restes de traitements apres utilisation et
I'élimination se ferait pour 63 % dans les ordures ménageres, pour 22 % par retour en
pharmacie et pour 11,5 % dans les égouts. En France, l'institut de sondage Conseil, Sondage
et Analyse (CSA) estime a 23 300 tonnes la masse de MNU pour 2012 (Cyclamed, 2011).

Les rejets des établissements de soins constituent une source particuliére de contamination car
les eaux usées d’établissements de soins ont un profil spécifique ; elles contiennent
principalement des anti-infectieux, des détergents-désinfectants, des produits de contraste
iodés et des anticancéreux. Les effluents n’étant pas traités sur place dans la plupart des cas
(sauf pour quelques établissements possédant leur propre systeme de traitement de leurs
effluents), ces rejets se retrouvent dans les stations de traitement des eaux usées et le milieu
aquatique.
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De ce fait, les établissements de soins sont considérés comme des « points noirs » pour ce
type de pollution diffuse en raison des quantités importantes de substances administrées et
rejetées quotidiennement. Dans son rapport sur la vente de médicaments aux officines et aux
hopitaux en France, I'Agence francaise de sécurité sanitaire des produits de santé (AFSSAPS),
actuellement Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé¢ (ANSM),
estime a 27,539 milliards d'euros le marché pharmaceutique en 2010 (AFSSAPS, 2011). Bien
que la part des ventes aux hopitaux corresponde seulement a 21,4 % des ventes de
médicaments au niveau francais, les substances utilisées sont souvent hautement actives
(chimiothérapie, antibiothérapie, anesthésiques, etc.), prescrites en quantité¢ plus importante et
rejetées de facon plus concentrée que dans le réseau de la ville. En effet, les niveaux de
concentrations de substances médicamenteuses dans les effluents hospitaliers sont de l'ordre
de plusieurs centaines de microgrammes par litre, tandis qu’ils sont de 1’ordre d’une dizaine
de microgrammes par litre dans les effluents urbains (Mullot, 2009). Cette pollution
spécifique s’ajoute donc a la pollution urbaine et doit étre traitée par les STEPs urbaines.
Celles-ci n’étant pas congues a 1’origine pour gérer ces molécules, elles se retrouvent dans le
milieu récepteur et potentiellement dans les eaux destinées a la consommation humaine.

1.3. La pollution de [I'environnement par les composés
pharmaceutiques

La premiére mise en évidence de résidus de médicaments dans I'environnement remonte a la
fin des années 1970. Hignite et Azarnoff ont en effet mis en évidence pour la premicre fois en
1976 des traces d'acide salicylique (précurseur de l'aspirine) et d'acide clofibrique (métabolite
actif du clofibrate, un hypolipémiant) dans les eaux d'une station d'épuration a Kansas City
dans le Missouri, avec des concentrations respectives de 28,79 et 7,09 pg/L.

Par la suite, I'amélioration des méthodes d'analyse, et en particulier le développement de la
chromatographie en phase liquide couplée a une spectrométrie de masse (HPLC-MS ou
HPLC-MS-MS), a permis de détecter et de quantifier les résidus de médicaments a des
niveaux de concentrations de plus en plus faibles, de I'ordre du nanogramme. Par ailleurs, cela
a aussi permis de mieux caractériser les médicaments et leurs métabolites présents dans les
eaux. Plusieurs auteurs ont ainsi pu faire le constat d'une contamination de l'environnement
par l'ensemble des classes thérapeutiques. Coetsier en 2009 a réalis¢é une revue
bibliographique qui avait pour objectif d'identifier les principales classes de médicaments
présentes dans les environnements aquatiques de France. Il a confirmé que toutes les classes
thérapeutiques sont retrouvées dans les eaux usées. Les quantités des molécules
contaminantes sont différentes en fonction des quantités ingérées, du niveau de métabolisation
de la molécule et du taux de dilution dans les eaux usées urbaines.
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Une seconde analyse des revues scientifiques réalisée par Mullot (2009) a permis quant a elle
de faire le constat d'une contamination de la majorité des compartiments aquatiques en
rapport avec le cycle de 1'eau. Plusieurs études viennent corroborer ces données et mettent en
¢vidence la présence de résidus de médicaments dans :

A les eaux usées urbaines (Lindberg, 2005 ; Agiiera, 2006) ;

A les affluents et effluents de STEPs (Miao, 2002 ; Andreozzi,2003) ;

A les eaux de surface (Boyd, 2001 ; Ollers, 2001 ; Metcalfe, 2003 ; Wiegel, 2004) ;

A les eaux souterraines (Sacher, 2001 ; Daughton, 2004 ; Kreuzinger, 2004) ;

A les ressources alimentant les usines de potabilisation (Stackelberg, 2004) ;

A les eaux de boisson (Jux, 2002 ; Petrovic, 2003 ; Boyd, 2004) ;

A les bassins d'orage (Zuccato, 2000) ;

A les sédiments (Diaz-Cruz, 2003 ; Beausse, 2004 ; Burkhardt, 2005 ; Loftler, 2005) ;

A les lixiviats de décharge (Heberer, 2002);

A les estuaires (Thomas, 2004 ; Roberts, 2000) ;

A les fjords et eaux marines cotieres (Weigel, 2004 ; Thomas, 2007).

Selon le programme KNAPPE (projet européen qui se proposait d’identifier les produits
pharmaceutiques les plus pertinents en terme de concentrations dans les milieux aquatiques et
d’identifier les actions prioritaires a mener), il a été recensé pres de 58600 données jusqu’en
septembre 2007 lors d’une revue de la littérature sur la présence de composés
pharmaceutiques dans les milieux aquatiques. Ces données proviennaient en grande partie de
I’Allemagne (50%), du Canada (12%) et de la France (6%). Elles montraient que la majorité
des mesures sont a rapporter aux effluents de STEPs et aux eaux superficielles (Sadezky,
2008 ; Schliisener, 2008).

E. Mer

47%

Figure 1-2 : Répartition des données des produits pharmaceutiques dans les différents milieux
aquatiques (source Coestier, 2009)

A. Surf = eaux de surface ; E. cons = eaux destinées a la consommation humaine ; E. Sout = eaux souterraines ; E. Mer = eaux de mer ; Inf.
STEP = affluents de STEPs ; Eff STEP = effluents de STEPs




1.3.1. Substances retrouvées dans les compartiments aquatiques et concentrations

Les concentrations retrouvées dans ces différents compartiments (des influents de STEPs aux
EDCH) dépendent de nombreux parameétres tels que les propriétés physico-chimiques des
substances, les quantités consommeées, les quantités rejetées, le rendement des STEPs, la
nature du milieu récepteur, etc. Elles varient du milligramme (urine de patients traités) au
nanogramme (EDCH), les affluents de stations d’épuration contiennent une concentration
d’environ 10 pg/L et ressortent avec une concentration dix fois inférieure. Les eaux de surface
sont également dix fois plus chargées que les eaux souterraines dont les concentrations
approcheraient les 10 ng/L. La concentration en résidus de médicaments en sortie
d’établissement de soins serait d’environ 100ug/L.

De nombreux auteurs ont travaillé sur la contamination par des résidus de médicaments de
I’environnement aquatique, et la liste des substances retrouvées ne cesse de s’enrichir au fur et
a mesure des avancées thérapeutiques et analytiques. Pour construire un premier tableau des
molécules retrouvées dans I’eau, nous nous sommes appuyés sur la revue de la littérature
réalisée en 2009 par Coetsier.

Tableau I-1. Résidus de médicaments (substances actives) présents dans les eaux de surface,
les eaux souterraines et le milieu marin en France, toutes régions confondues

Anti-inflammatoires (AINS) et analgésiques

Anti-inflammatoires non Diclofénac Kétoprofene

stéroidiens Ibuproféne Naproxene

Analgésiques Paracétamol Acide acétylsalicylique

Diurétiques
Furosémide

p-bloquants
Aténolol Propanolol
Céliprolol Sotalol
Meétoprolol

Psychotropes

Antiépileptiques Carbamazépine

Tranquillisants Alprazolam Lorazépam
Bromazépam Oxazépam
Diazépam

Hypnotiques Zolpidem

Antidépresseurs Amitryptiline

Psychostimulants Caf¢ine

Antiasthmatiques et bronchodilatateurs
Clembutérol




Régulateurs lipidiques

Fibrates Acide clofibrique Fénofibrate
Acide fénofibrique Gemfibrozil
Bézafibrate

Antibiotiques

Tétracyclines Oxytétracycline

Pénicillines Amoxicilline Dicloxacilline

Sulfonamides et Sulfaméthoxazole Sulfadimidine

triméthoprime Triméthoprime Sulfaméthazine

Macrolides Azithromycine Roxithromycine
Clarithromycine Spiramycine
Clindamycine Tylosine
Erythromycine

Fluoroquinolones et autres Ciprofloxacine Norfloxacine

quinolones Fluméquine Ofloxacine

Agents de contraste
Acide amidotrizoique Tohexol
Acide ioxaglique Iopamidol
Acide ioxithalamique Tomeprol
Diatrizoate Iopromide

Les principales classes pharmacologiques détectées dans 1’environnement sont les
antibiotiques, les hypolipémiants, les analgésiques, les anti-inflammatoires, les
antidépresseurs, les hormones et les anticancéreux. Leur présence dans 1’environnement est
principalement due a I’excrétion physiologique de ces substances par les patients traités (soit
en ville soit en milieu hospitalier). En effet, I’excrétion sans aucun changement d’un
médicament administré a I’Homme est estimée entre 50 et 90%, le reste étant éliminé par
I’organisme sous forme de métabolites (Montague, 1998).

Ainsi, les eaux usées représentent sans doute possible le compartiment aquatique le plus
contaminé de I’environnement, puisqu’il est le réceptacle de ces différentes molécules. Cet
état est d’ailleurs confirmé par 1’étude des concentrations retrouvées dans les différents
compartiments. Ces concentrations dépendent de 1’origine de I’eau (urbaine seule, urbaine et
industrielle, ou hospitaliére), des habitudes de consommation des patients et de prescriptions
des praticiens, des saisons, etc. L’ibuproféne, anti-inflammatoire non stéroidien largement
utilisé est retrouvé a une concentration moyenne de 13,482ug/L dans les affluents des STEPs ,
et a 3,48ug/L en moyenne aprés traitement en STEP. Avant station de potabilisation, des
concentrations moyennes de 19ng/L et des traces de cette molécule ont été retrouvées
respectivement apres station de potabilisation et dans le réseau de distribution.



Si les eaux usées recelent les concentrations les plus élevées en résidus de médicaments (nous
leur avons consacré un paragraphe spécifique dans notre travail : 1.3.2.), il apparait que les
eaux destinées a la consommation humaine peuvent ne pas étre exemptes de contamination
par ces résidus. D’ailleurs, I’Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de
I'environnement et du travail (ANSES) dans un rapport de 2011 « Campagne nationale
d’occurrence des résidus de médicaments dans les eaux destinées a la consommation
humaine », montre aprés campagne de mesure, la présence de plusieurs résidus de
médicaments dans les eaux brutes destinées a la consommation humaine, a des concentrations
trés faibles. Un paragraphe (1.3.4.) sera donc consacré aux concentrations des résidus de
médicaments dans ces eaux.

1.3.2. Focus sur les concentrations dans les eaux usées et l'efficacité des stations
d’épuration

Dans le cadre de notre travail de thése, nous nous sommes particulierement intéressés a la
contamination des eaux usées.

En effet, apres avoir été traitées dans les stations d’épuration, ces eaux sont rejetées dans les
eaux de surface. Les produits pharmaceutiques non dégradés ou non adsorbés sont alors
déversés directement dans le milieu naturel. De plus, les boues d'épuration chargées en
molécules non dégradées peuvent étre valorisées dans l'agriculture comme fertilisant aprés
homologation, avec la possibilit¢ de retrouver ensuite les résidus de médicaments dans les
eaux superficielles apres infiltration dans les sols et lessivage. Ainsi, les résidus de
médicaments peuvent contaminer les points de captage superficiels et souterrains des eaux
destinées a la consommation humaine. Une bonne connaissance des rejets médicamenteux
constitue a ce titre une étape essentielle de la maitrise des risques pour la santé humaine liés a
I’eau.

Apres rejet dans les réseaux d’assainissement, les résidus de médicaments sont acheminés
jusqu'aux stations de traitement et d'épuration des eaux usées (STEP) avec des effluents de
toutes origines et de toute nature. Ces composés peuvent alors étre dégradés ou adsorbés dans
les boues.

Les différentes étapes de traitement des eaux usées dans les stations d’épuration sont décrites
dans le schéma 1-3 ci-apres.



Figure 1-3 : Principes de fonctionnement d’une station d’épuration (source : www.ademe.{r)

Fonctionnement des stations de traitement des eaux usées

Les stations d’épuration (STEPs) sont installées entre le réseau de collecte et le milieu naturel
ou milieu récepteur. Ces stations comportent différentes étapes successives qui vont permettre
de traiter les eaux usées.

Les pré-traitements sont assurés dans toutes les STEPs, leur but est d’éliminer les éléments de
grosses tailles (ex. : branches, feuilles, gros déchets, sables...) a travers différentes phases :
dégrillage, dessablage, deshuilage/dégraissage.

Le dégrillage a pour objectif d’¢liminer les gros déchets en faisant passer les eaux usées a
travers des barreaux plus ou moins rapprochés. Cette étape peut étre complétée par un
tamisage.

Le dessablage et le déshuilage-dégraissage consistent ensuite a faire passer 1’eau dans des
bassins ou la réduction de vitesse d’écoulement fait se déposer les sables et flotter les graisses.
L’injection de microbulles d’air permet d’accélérer la flottation des graisses. Les sables sont
récupérés par pompage alors que les graisses sont raclées en surface.

Les ¢léments grossiers et les sables de dimension supérieure a 200 microns sont enlevés de
I’eau ainsi que 80 a 90 % des graisses et maticres flottantes (soit 30 a 40 % des graisses
totales).

Apres pré-traitement, des traitements dits primaires sont mis en place (selon les auteurs, les
étapes de pré-traitement peuvent faire partie des traitements primaires). Ils se déroulent dans
des bassins de grande taille et sont nécessaires afin d’éliminer les matiéres en suspension et
les polluants encore présents dans les eaux apres les étapes de pré-traitement.

Ils consistent en traitements physico-chimiques permettant d’agglomérer les particules
résiduelles par adjonction d’agents coagulants et floculants (sels de fer ou d’alumine,
chaux...). Les amas de particules ainsi formés, ou “flocs”, peuvent étre séparés de 1’eau par
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décantation ou par flottation.

Les ¢léments éliminés sont appelés « boues primaires » et sont composés essentiellement de
matieéres minérales en suspension. Ces boues sont ensuite éliminées dans le traitement des
boues.

Puis des traitements secondaires ou traitements biologiques sont réalisés en bassin d’aération
ou « réacteurs biologiques ». Ils sont nécessaires afin d’éliminer les mati¢res organiques des
eaux usées, et se font grace a I’action de micro-organismes. A la fin de cette étape, les eaux
sont transférées dans un bassin de décantation secondaire. Les boues formées dans ces bassins
sont ¢liminées et partent elles aussi dans le circuit de traitement des boues.

Enfin, selon la qualité des eaux souhaitées, un traitement tertiaire nécessaire pour éliminer
I’azote et le phosphore est pratiqué. Lorsque les eaux sont destinées a I’utilisation pour la
baignade, un traitement quaternaire s’opere grace a une désinfection par chloration ou ultra-
violets.

Dans un dernier temps, les eaux épurées rejoignent le milieu récepteur.

Les boues issues des premicres et deuxiemes décantations peuvent étre envoyées en décharge
publique ou incinérées. Elles sont parfois utilisées dans 1’agriculture comme engrais, apres
une ¢étape d’évaluation de 1’absence d’effets écotoxiques majeurs et caractérisation
physicochimique dans le cadre d’une procédure d’homologation.

Au cours de ces étapes de traitement, la dégradation des produits chimiques (médicaments par
exemple) dépend de nombreux facteurs (structure chimique, pH, formation de ligands,
présence de bactéries, photodégradation, etc.) et conduit soit & une minéralisation totale, soit a
la formation de produits organiques de dégradation.

L'adsorption sur particules, et plus particulicrement sur les boues de STEP, est le mécanisme
classique d’épuration des substances chimiques, mais il concerne essentiellement les
molécules lipophiles comme les dérivés du platine (anticancéreux) et les fluoroquinolones
(antibiotiques). Ces phénomenes d'adsorption conduisent a une baisse de la concentration
dans la phase liquide. Le second mécanisme est la biodégradation des molécules, liée soit a la
stabilité des molécules dans le temps (dégradation naturelle), soit a la présence de bactéries
dans certains bassins des STEPs.

Cependant, les STEPs ne sont pas congues pour traiter une pollution d’origine
médicamenteuse. Ceci explique leur efficacité relative pour épurer les eaux usées de ces
molécules organiques.

Dans certains cas, le traitement en STEP peut méme augmenter les concentrations de
principes actifs présents dans 1’eau. Par exemple, Vieno et al. (2006) ont observé des
concentrations supérieures dans les effluents par rapport aux affluents des stations d’épuration
pour la carbamazépine (anti-épileptique). Cela peut s’expliquer par la présence de certaines
bactéries dans la biomasse, capables de déconjugaison, et pouvant ainsi régénérer une
molécule initialement éliminée sous forme conjuguée.
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Malgré les progres technologiques réalisés dans les procédés utilisés pour I’épuration de 1’eau,
les STEPs n'ont jamais été congues pour traiter les contaminants organiques a 1'état de traces.
Ainsi, le devenir des médicaments peut étre trés variable : I’ibuproféne (anti-inflammatoire
non stéroidien) est éliminé a des taux de 60 a 96 % (Bendz, 2005 ; Carballa, 2004) alors que
le rendement pour 1’acide clofibrique (hypolipéminant) ne serait que de 6 a 50 % (Stumpf,
1999).

Devant le constat de présence de résidus de médicaments dans les eaux usées, nous avons
men¢ une étude qui avait pour objectif de faire un état des lieux de 1’occurrence des polluants
émergents avant et aprés STEP, et ainsi de déterminer les capacités d’épuration des stations.
Elle a constitué la premicre phase de notre démarche d’EQRS.

Notre étude s’est concentrée sur certaines classes de polluants émergents qu’étaient les
résidus de médicaments, les phtalates, le bisphénol A et certaines molécules utilisées en
cosmétique afin de rechercher les différentes concentrations et les taux de rendement pour
différents micropolluants.

Afin de mener a bien ce projet, une revue de la littérature a été entreprise ; une base de
données a été construite a partir de 45 publications retenues (articles publiés entre 1997 et
2010 et concernant les molécules choisies). Cinquante sept molécules ont été étudices.

La description de la base de données, ainsi que les résultats observés concernant I’occurrence
des résidus de polluants émergents et leur élimination par les STEPs, se retrouve dans ’article
présenté ci-apres (Tiphanie Deblonde, Carole Cossu-Leguille, Philippe Hartemann. Emerging
pollutants in wastewater : a review of the literature. International Journal of Hygiene and
Environmental Health. 2011; 214 : 442-8).
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ARTICLE INFOQ ABSTEALCT

Artigle history: For 20 years, many articles report the presence of new compounds, called “emerging compounds®, in
Recehved 28 December 20010 wastewater and aquatic environments, The US EPA (United States = Environmental Profection Agency)
Received in revised form 13 july 2001 defines emerging pollutanis as new chemicals without regulatory status and which impact on environ-
Bctaped Jrll i AR pent and luman health are poorly understacd,

- The abjective of this work was to identify data on emerging pollutants concentrations in wastewater,
;:‘E‘r’;ﬂwuu“m i influent and effluent from wastewater treatment plants {WWTFs ) and 1o determine the performance
Vs it of sewage disposal. We collected 44 publications in our database. We sought especially for data on phtha-
Pharmaceutical compounds lates, Bisphenol Aand pharmaceuticals (including drugs for human healthand disinfectants L We gathered
Phthalates concentration data and chose 50 pharmaceutical molecules, six phthalates and Bisphenol A. The concen-
Bizphencd A trations measured in the influent ranged Mrom 0007 to 56.63 g per liter and the removal rates ranges

from 0% [contrast media) to 99% { psychostimulant). Caffeine is the molecule whose concentration in
infleent was highest among the molecules investigated (in means 5663 g per literh with a removal
rate around 97%, leading to a concentration in the effluent that did not exceed 1.77 g per liter. The
concentrations of ofloxacin were the lowest and varied between 0.007 and 2.275 g per liter in the influ-
ent treatment plant and 0.007 and 0.816 g per liter in the effluent. Among phthalates, DEHP is the
most widely used, and quantified by the authors in wastewater, and the rate of removal of phthalates is
greater than 90% for most of the studied compounds. The removal rate for antibiotics is about 50% and
71% for Bisphenol A. Analgesics, anti inflammatories and beta-blockers are the most resistant to treat-
ment (30-40% of removal rate). Some pharmaceutical molecules for which we have not collected many
data and which concentrations seem high as Tetracycline, Codeine and contrast products deserve further
research.
© 2011 Elsevier GmbH. All rights reserved.
Introduction The EU water framework directive 2000/06/CE announced in

Every day, industries, agriculture and the general population
are using water and releasing many compounds in wastewaters.
Indeed, agriculture practices, industrial discharges and the human
being play an important role on the issue of pollutants in wastew-
ater. All these practices have generated various pollutants and
altered the water cycle causing a global concern linked to their
eventual impact on wild life and human health.

For 20 years, many articles have reported the presence of
new compounds, called “emerging pollutants”, in wastewater and
aquatic environments (Pham and Proulx, 1997; Rosal et al., 2010;
Vogelsang et al., 2006). Emerging pollutants are new products or
chemicals without regulatory status and whose effects on environ-
ment and human health are unknown.

* Corresponding author. Tel.: +33 3 83 68 34 80; fax: +33 3 83 68 34 89.
E-mail address: tiphanie.deblonde@medecine.uhp-nancy.fr (T. Deblonde ).

1438-4639/% - see front matter © 2011 Elsevier GmbH. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijheh.2011.08.002

Annex X a list of 33 priority substances or groups of substances
which include metals, pesticides, phthalates, polycyclic aromatic
hydrocarbons, and endocrine disruptors. These substances must be
removed within an objective of quality and preservation of good
ecological status of water by 2015. Authorities should pay par-
ticular attention te their industrial discharge into the water but
they also have to ensure safety for the population. In addition, the
REACH regulation, which aims to identify dangerous chemicals and
less dangerous replacements, was established in 2007 in Europe.
The application of this regulation requires the removal of three
phthalates (DEHP, DEP and BBP) classified as carcinogenic, foxic
for reproduction or persistent in the environment.

The presence of metals, bacteria, hydrocarbons or other ions like
nitrates (NOy— ), ammonia (NH,4* ) in water are described for several
decades and their impact on human health and the environment
are known; these contaminants are subject to regulation and con-
trol. But the occurrence and effects of phrhalates, pharmaceuticals
compounds, PAHs, PCBs, Bisphenol A is often not available.
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They are originated from industry {phthalates, PCBs) or from
the discharge in wastewaters (e.g. pharmaceuticals). The pharma-
ceutical molecules identified in the environment belong to several
classes of human drugs as analgesics, antibiotics, beta-blockers,
anticonvulsants, lipid-regulators, contrast agents, anti-cancer
agents, hormones; disinfectants are also included (Halling-
Sorensen et al, 1998; Garric and Ferrari, 2003). Wastewater
treatments are necessary to eliminate potential toxic compounds
but their efficiency are not yet clearly known, and wastewater
treatment plants were not originally designed for elimination of
xenobitotics.

The problem of emerging pollutants is the lack of knowledge of
their impact in the middle or long-term effect on human health,
the environment and aquatic environments.

As very few synrhetic studies exist an the wastewaters compo-
sition of emerging pollutants and their removal during treatment
in wastewater treatment plant (WWTP), the objective of this work
was to identify and synthesize data on emerging pollutant con-
centrations in wastewater influent and effluent of WWTP and to
determine the performance of sewage disposal for each molecule
or groups of molecules. Are treatment plants more effective for
certain molecules? Is there any removal rate for each group of
substances? Are the emerging pollutants equally removed in the
process of sewage treatment?

The data used for this study were published in the scientific
lirerature. We sought especially data on phrhalates, PCBs, PAHs,
Bisphenol A and pharmaceuticals used for human health and also
disinfectants and hormones.

Phthalates have been used for 50 years and 3 million tons are
produced per year around the world. They are present in many con-
sumer products, and commeonly used as plasticizers in plastics (e.g.
PVC i to make them flexible and improve the impact- and cold resis-
tance. Cosmetics are the second field of application of phthalates,
they are incorporated as fixative agents to increase the penetrating
power of a product on the skin or to prevent cracking of nails. The
most used is DEHP (di-2-ethylhexyl phthalate) especially for fra-
grances, food containers, blood bags, catheters or bibbers (Barnabé
etal.,, 2008; Clara etal., 2010; Dargnat et al., 2009; Oehlmann et al.,
2008).

Polychlorobiphenyls (PCBs ) are a family of 209 chlorinated aro-
matic compounds. They are, according to their chlorine content,
more or less viscous or resinous, insoluble in water, colorless or
yellowish, with strong smelling aroma. They are part of bioaccumu-
lative contaminants found in some fatty tissue in humans, including
human milk (ICPS-WHO, 20031 They are produced all around the
world and often discharged in the environment and stored in sed-
iments because of their low solubility in water (Pham and Proulx,
1997; Sanchez-Avila et al., 20091

For many years, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) have
been widely studied as they are found in all environmental media
and have high toxicity ( Blanchard et al., 2004). They were included
in the list of pricricy pollutants of the United States Environmen-
tal Protection Agency (S EPA) in 1976. Pyrolytic PAHs come from
the combustion of automotive fuel, residential combustion (coal,
wood), industrial production (steel), energy production (power
plants fueled by oil or coal) and incinerators.

Three million tons of Bisphenol A (BPA) are produced world-
wide each year, and used as an antioxidantin plasticizers and PVCs,
and as a polymerization inhibitor in PVC. This compound is often
found in CDs, sunglasses, bottles, cans, and containers for food and
water. Human contamination occurs mainly by ingestion and accu-
mulation in the fatty tissues is well described (Oehlmann et al.,
2008; Sanchez-Avila et al., 2009). BPA emissions to waters repre-
sent about 92% of total emissions { European Commission, 2003).In
2010, monitoring of BPA was not governed by French nor European
regulation.

The pharmaceutical compounds are grouped into different
classes: hormones, anti inflammatory, anti epileptic, statins,
antidepressants, beta blockers, antibiotics, products of contrasts,
etc. (Migge et al., 2009). The uses for these molecules are domes-
tic, veterinary and hospital. After administration, human drugs
are excreted in large part as original or metabolized. Mumerous
studies have demonstrated the presence of human drugs in urban
wastewater, sewage from hospitals and surface waters (Kim et al.,
2007; Roberts and Thomas, 2006). They have also been detected
in groundwater and even in some drinking warer (Bendz er al.,
2005; Ternes, 1998 ). They can also reach the soil due to the use of
wastewater for irrigation ( Ternes et al., 2007; Zuccato et al., 2000).

Description of the database

45 publications are listed in the database used for this study.
These are derived from French and international journals. These
articles were published between 1997 and 2010. 55 molecules
were studied, and for these molecules 222 results describe con-
centrations found in the influent (raw wastewater) and 269
concentrations in the effluent (wastewater after treatment L Arti-
cles containing the data of both concentrations in influent and
effluent of WWTP have been preferred to articles studying only one
or the other. The method of analysis of samples was not included
as selection criteria, because analytical techniques are more or less
described, and protocols are rarely completely exposed. Studies
with pilot projects have been rejected for this work.

The following informations were collected when they were
available: characteristics of the WWTP { capacity, average through-
put, and population equivalents number), physicochemical
wastewater indicators of quality (chemical oxyzen demand and
concentration of suspended matter), nature of the influent { munic-
ipal, hospital, and industrial), sampling period (month, season,
and year), values for detection limit and quantificarion. Only data
obtained fromaverage sampling on 24 hwere included in the study.
This is the type of sample where raw sewage and treated wastew-
ater are the most representative. All studied WWTPs included
primary, secondary (with activated sludge system) and sometimes
atertiary treatment.

The median and standard deviation were calculated for
molecules with three or more concentrations found.

For calculating the removal efficacy of WWTP for a molecule, we
used the data collected for concentrations in the influent and efflu-
ent for activated sludge processes. The treatments in the WWTP
may include a primary sedimentation, treatment with nitrogen
and/or phosphorus and in some cases tertiary treatment. To obtain
quantitative results for the data mining only the concentrations
and removal efficiencies on the WWTPs in the dissolved phase
were included. There are only few data of pollutants concentra-
tions sought in this study in the solid phase (particulate ) water, so
only the dissolved phase was retained.

Results

The raw data are presented in Table 1. This Table 1 does not con-
tain results for PCBs and PAHs because these compounds are very
often picked up by the activated sludge treatment, thus the studies
dealing with these compounds focused only on their quantification
in sludge. Thus, there are only few articles on these molecules in the
effluent treatment plant and even less in the influent. The removal
rate for each class of compounds is presented in Fig. 1. Removal
rates are presented in ascending order. The lowest removal rate is
reported for the class of antiepileptics and the highest for antide-
pressants (with over 90%). Standard deviations are indicated for
each group of substances.
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Discussion

The main objective of this study is to define the porential
removal of wastewater treatment for certain group of emerging
pollutants. For this work, a review of the scientific literature was
made and a database was constructed.

Database construction

We have taken into consideration the most frequently studied
and quantified molecules in wastewaters among the scientific liter-
ature. An exhaustive survey is impossible, due to the large number
of molecules potentially present in wastewater. Some molecules
are often found in studies (such as Carbamazepine, Ibuprofen,
Diclofenac, and DEHF) and others are very rarely mentioned (like
diuretics, contrast media, DIBP, etc.). In addition, metabolites and
derivatives of molecules are not reliably identified. The search for
molecules is also dependant on the available analvtical methods,
cost of analysis, and the region of the analyzed WWTP effluent
{domestic, industrial or mixed .

One limitation of this study is data availability. Inclusion in the
databasewaslimited to articles availablein the literature. Industrial
groups operating the WWTP conduct regular analyses but these
data are not often available; thus, such important and informative
data could not be included in this database. However, this source
of information could increase the knowledge about the chemical
quality of sewage. In each country, agencies are responsible for
monitoring and testing of the water quality. Priority pollutants as
part of the UE Framework Directive are tested and other pollu-
tants such as BPA are often analyzed for inclusion in the list in the
future. Thus, there are currently no available systematic surveys of
emerging pollutants concentrations around the world.

The operation of the database shows the inability to quantify
certain molecules in water. Two assumptions can be made; the
firstis that analyses were not conducted on derivatives or metabo-
lites of the molecules. The second assumption is that the desired
molecules are present in too small quantities below the level that
the available analytical techniques can determine a quantifiable
concentration. In this case, the molecule or compound is derected
but not quantified.

External parameters

In the literature review, several parameters studied by different
authors appeared essential for understanding the variations of con-
centrations of emerging pollutants in wastewater before and after
treatment plant, regardless of treatment performed in the WWTPs.

First of all, the concept of dilution is important to consider.
Depending on the volume of wastewater entering in the sewage
plant, the maolecules are more or less diluted and their concentra-
tions can vary. It is necessary to take into account the capacity of
the sewage treatment plant in terms of volume and to quantity
the water flow and the number of inhabitants connected to the
sewerage network leading to the station (Karthikeyan and Mever,
2006,

some authors have also highlighred variation in concentrations
due to seasonal changes. This is particularly the case for pharma-
ceutical compounds (Vieno et al., 2005). It appears that changes in
temperature, precipitation rate and solar radiation influence the
amount of molecules found in wastewater. Even if the mecha-
nisms of elimination of pharmaceutical compounds are not exactly
known, it is accepted that the steps of biodegradation and sorp-
tion are the major part of the elimination’s process. These two
steps depend on temperature. Photodegradation is an elimination
process that will be less effective during wintertime when solar
radiation is minimum. For many compounds, sorption increases

with decreasing temperatures while biodegradation is less effective
when the temperature decreases (Loraine and Pettigrove, 2006;
Vieno er al., 2003 ). However, the difference in elimination rate for
Ibuprofen between the seasonal sampling periods was not drasti-
cally different.

The origin of the wastewater is a crucial parameter to consider
when looking for pollutants in wastewater. Indeed, when this infor-
mation was found in articles, we observed possible links between
sources of wastewater and the concentrarions of chemical pollu-
tants. For example, when wastewaters froma hospital are collected
in a sewer, this leads to an increase of concentration of certain
drugresidues such as contrast media or disinfectants (e.g. triclosan)
in the influent of WWTP (Bovd et al, 2003; Lishman et al., 2006;
Makadaetal., 2007 ). This is not the case for a treatment plantreceiv-
ing wastewater from industrial or domestic origin. Asa wastewarer
treatment plant is rarely intended for a single type of pollutant,
it is important to know parts from domestic, hospital and indus-
trial wastewaters. The wastewater composition is very dependent
on the use of water upstream, concentration differences can be
observed in two nearby sewage plants.

Classification by concentrations

The studied components can be classified differently depending
on their frequency of citation in the literature by the concentrations
recorded in wastewater, or the rate of their elimination in sewage
rreatment. The academic interest in recent decades for the presence
of pharmaceutical residues in wastewater results in a large num-
ber of publications on this subject (Miége et al., 2009). On the other
hand, articles concerning concentrations of PCBs are the rarest
The molecules studied are the most commaonly prescribed antibi-
orics (Ciprofloxacin, Doxycyclin, Morfloxacin, Trimethoprim and
Sulfamethoxazole) and analgesics and anti-inflammatory drugs
[ Diclofenac, Ibuprofen, and Maproxen) (Miége et al, 2009), the
number of studies decreasing for the phthalates with DEHP and BEP
and finally Bisphenol A. Molecules least cited in the literature are
contrast agents, beta-blockers, lipid regulators and finally diuretics
{Miege et al., 2009,

Tetracycline, Ibuprofen, contrast products, Caffeine, Codeine
and DEHP were found in effluents from sewage treatment plants
with concentrations of about 2 g per liter {Dargnat et al., 2009,
The Metronidazole, Morfloxacin and DMP (Clara et al., 2010) are
found at concentrations below 0.05 g per liter in the effluent.

Classification by removal efficiency in the WWTP

In Fig. 1,the removal efficiencieswere calculated from the aver-
age concentration between the effluent and influent. However, for
some maolecules, negative results were obtained when calculating
a removal efficiency. The few data for molecules with low con-
centrations like Fenofibric acid, Indomethacin and lotalamic acid
{contrast product) may explain the negative results. All studied
WWTPs included primary, secondary (with activated sludge sys-
tern) and sometimes a tertiary treatment.

The components which are the most effectively eliminated in a
WWTP including an acrivated sludge systems are phthalares with
a removal efficiency above 90% (Bendz et al., 2005) and psycho-
stimulants with about 97% removal (Ternes et al., 2007 ; Ying et al.,
2009). Bisphenol A is eliminated at about 70% (Comez et al., 2007 1.

The molecules of the therapeutic classes like analgesic, anti
inflaimmatory and beta-blockers are the least effectively removed
{30-40) (Migge et al., 2009, This result is in accordance with the
last data obtained during a national survey performed in France in
2008-2010 { Madiflux) but still not yet published. These data are
related only to the dissolved phase of wastewater treatment plant.
The solid effluent of WWTP should not be neglected for hydropho-
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bic substances such as beta-blackers, for example (Clara eral., 2005;
Garci-Ac et al., 2009; Lin et al., 2005). Pharmaceutical compounds
present in wastewater can be biologically degraded in the WWTP
and end up in surface water or be picked up by the sludge. Sludge
could be used as fertilizers in agriculture, these substances can
move into the soil and reach groundwater. Molecules which low
removal rates are likely to be found in the different environmental
media and may affectecosystems ( Ashton et al., 2004; Hirsch etal.,
1999; Nikolaow et al., 2007 L

several proposals can be made to avoid adverse effects on
ecosystems; the first one is to increase the efficiency of sewage
treatment with other treatments specific to the chemical and
emerging micro pollutants. The second one would be toinstall spe-
cific treatments upstream WWTP targeted for specific elimination
of the pollutants discharged by an industrial plant or a hospital.

Conclusion

The aim of this work was to identify data on emerging pollutant
concentrations in wastewater influent and effluent at WWWTP and
to determine the performance of sewage disposal. We sought data
on phrhalates, PCBs, PAHs, Bisphenol A and pharmaceuticals used
for human health as well as disinfectants and hormones. A database
has been built allowing to determine the most frequently searched
and quantified emerging pollutants in the wastewater. We gath-
ered concentration data and elimination performance (or process)
of some 50 pharmaceutical molecules, six phthalates and Bisphe-
nol A. DEHF is the most widely used, and quantified by the authors
inthe wastewater, and the rate of removal of phthalates is greater
than 90% for most of the studied compounds. The removal rate for
antibiotics is about 50 and 71% for Bisphenol A. Analgesics, anti
inflammatories and beta-blockers are the most resistant to treat-
ment (30-40% of removal rate). Some pharmaceutical molecules
for which we have not collected much data and which concentra-
tions seem high such as Tetracycline, Codeine and contrast products
deserve further research.
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Les résidus de médicaments sont rejetés en continu dans les eaux usées par I’'utilisation
domestique, les rejets de I’industrie pharmaceutique, 1’agriculture et les établissements de
santé.

Dans un premier temps, l’article traite de I’occurrence des différentes concentrations en
polluants émergents. Certaines molécules sont plus étudiées par la communauté scientifique ;
le nombre de publications les concernant est donc plus important, comme pour :

- les antibiotiques,

- les anti-épileptiques,

- les analgésiques et les anti-inflammatoires.

Paradoxalement, les molécules les plus étudiées ne sont pas toujours celles dont les
concentrations sont les plus importantes dans les effluents. Elles semblent surtout
correspondre aux médicaments prescrits le plus fréquemment en médecine humaine.

Néanmoins, notre revue nous a permis de montrer que dans les eaux usées les concentrations
les plus importantes en principes actifs dans les eaux usées sont identifiées pour les
tétracyclines, 1’ibuproféne et les psychostimulants. Au regard des quantités entrantes, il n’est
pas étonnant de retrouver ces trois médicaments parmi les molécules dont les concentrations
sont les plus importantes en sortie de STEP. Toutefois, nous avons pu montrer que
I’hydrochlorothiazide (un diurétique) et les produits de contraste font également partie des

molécules retrouvées en forte concentration, et ce malgré les quantités entrantes relativement
faibles.

Dans un premier temps, les molécules anticancéreuses ont volontairement été écartées de nos
recherches car, méme si leur utilisation tend a se développer de plus en plus, la littérature
concernant ces molécules est pour I’instant trés faible. La prise de conscience du potentiel
risque li¢ a ces molécules est encore récente. Cette classe médicamenteuse fera 1’objet d’une
analyse plus détaillée dans la partie relative aux effluents hospitaliers.

Un focus sur les résidus de médicaments présents dans les eaux usées a été réalisé, les
concentrations de ces molécules avant et aprés STEPs ont été recherchées et étudiées. Les
rendements d’épuration sont présentés dans la figure suivante.
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Figure 1-4 Histogramme présentant les classes thérapeutiques analysées dans ’article avant et
apres STEPs (AAI : analgésiques et anti-inflammatoires ; Anticancéreux : antinéoplasique et
cytostatique)

Les capacités d’épuration des STEPs ont donc été étudiées. Les résultats mettent en évidence
que les analgésiques et les anti-inflammatoires sont les classes thérapeutiques les plus
facilement éliminées, que les antibiotiques ont un taux d’¢limination de I’ordre de 50%. Les
produits de contraste semblent également avoir un fort taux de rendement, cela est
principalement dii a I’lopromide dont les concentrations, 9,20 pg/LL et 2,01 pg/L
respectivement avant et apres épuration, surexprime ma moyenne. Pour les autres molécules
de contraste (Iohexol, lomeprol, Iopamidol) le taux d’épuration est plutét de I’ordre de 30
%.Les anti-épileptiques, quant a eux, sont trés peu épurés, voire pas du tout.

En faisant un point particulier sur la classe des analgésiques et anti-inflammatoires (données
non publiées), nous remarquons également que toutes les molécules ne sont pas représentées
de la méme facon dans les eaux usées. La figure ci-dessous explore tout particuliérement la
classe des antalgiques et des anti-inflammatoires.
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Figure 1-5 Concentration en analgésiques et anti-inflammatoires dans les eaux usées avant et
apres STEPs

La présence de paracétamol est relevée a des concentrations allant jusqu’a 80 pg/L (non
indiqué sur la figure car cela rend le graphique moins lisible) alors que les concentrations
d’ibuproféene ne dépassent pas les 13 pg/L. Dans cette classe, les STEPs sont efficaces
puisque les molécules antalgiques et anti-inflammatoires sont retrouvées en trés faible
concentration apres les STEPs (taux d’élimination proche de 90%).

Ces capacités élevées d’épuration ne se retrouvent pas dans la classe des antibiotiques,
comme le montre la figure suivante.

Concentrations moyennes en antibiotiques dans les
eaux usées (ug/L)
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Figure 1-6 Concentration en antibiotiques dans les eaux usées avant et aprés STEPs

La roxithromycine et la ciprofloxacine sont les antibiotiques plus représentés dans les eaux
usées, avec respectivement 0,77 et 0,6 ug/L. Elles ont un taux d’épuration d’environ 50%,



alors que la norfloxacine (0,4 pg/L dans les influents de STEPs) bénéficie d’un abattement de
plus de 75%.

Les métabolites actifs de différentes substances (carbamazépine, clofibrate et érythromycine)
ont été recherchés. La figure suivante décrit la concentration en métabolites dans les eaux
usées avant et apres STEP.
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Figure 1-7 Concentration en métabolites dans les eaux usées avant et aprés STEPs

Notre étude de la présence des métabolites de principes actifs a montré la présence de
métabolites de la carbamazépine (carbamazépine 100H, 20H, 30H, DiOH), de clofibrate et
d’érythromycine (érythromycine H,O). Le taux de carbamazépine DiOH (métabolite inactif)
est plus élevé en sortie de STEPs qu’a I’entrée, cela peut s’expliquer par la présence de
certaines bactéries capable de déconjugaison et donc de régénération des molécules. L’acide
salicylique a volontairement été retiré¢ du graphique afin de ne pas « écraser » les données et
ainsi de pouvoir remarquer taux des différents métabolites dans les eaux usées avant et apres
station d’épuration. L’acide salicylique est présent dans les eaux usées avant station
d’épuration a un taux moyen de 212 pg/L et apres épuration a un taux moyen de 2,5ug/L.

Cette ¢étude aura permis de mettre en évidence la disparité des molécules en termes de
concentration dans les eaux usées et en termes de rendement d’épuration par les STEPs. Elle
aura également mis en lumiere le panel important de molécules potentiellement présentes
dans les eaux usées, puis dans le milieu récepteur.

L’hypothese selon laquelle les STEPs ne sont pas initialement congues pour traiter ce type de
pollution se vérifie, car la plupart des classes pharmaceutiques ainsi que les plastifiants et le
bisphénol A ne sont pas éliminés a 100%.

Devant le constat d’une telle pollution aux résidus pharmaceutiques, la question de la part de
chaque acteur du systéme de santé est posée. Il semble des lors nécessaire de caractériser et
quantifier la pollution d’origine hospitalicre.



1.3.3. Spécificités des effluents liquides hospitaliers

Les effluents liquides hospitaliers ont des particularités qui les différencient des eaux usées
communautaires (consommation d’eau plus importante, rejet de produits de nettoyage, rejet
en continu...).

La consommation d’eau quotidienne par habitant en France est estimée a 150 litres. En la
comparant a la consommation journaliére pour un lit en établissement de santé, nous
remarquons que cette derniére est nettement supérieure. En effet, ’eau consommée par un
centre hospitalier est comprise entre 500 et 700 litres par jour et par lit (Cétre, 1999).

De plus, les établissements de soins rejettent des résidus de médicamants en grande quantité
dans les réseaux d’évacuation des eaux usées, et ce sans traitement préalable. Le
développement des traitements ambulatoires et des traitements en hospitalisation a domicile
conduit lui aussi a un rejet plus diffus d’effluents contaminés dans les réseaux de collecte.
L’augmentation de la population et de 1’espérance de vie ne faisant qu’accroitre I'utilisation
de médicaments, les rejets sont voués a augmenter.

Les molécules spécifiques sont donc rejetées de fagon localisée et en quantité par les
¢établissements de soins; de cette maniére, nous pouvons admettre leur présence quasi
constante (au méme titre que les molécules issues des traitements en ville) dans
I’environnement.

Enfin, la nature des effluents hospitaliers présente des spécificités par rapport aux effluents de
ville. Les rejets hospitaliers peuvent étre classifiés en deux catégories :

- les effluents dits « domestiques » qui correspondent aux rejets des activités de cuisine,

de blanchisserie et de I’hygiéne corporelle des patients, des visiteurs et du personnel ;

- les rejets spécifiques issus des activités de soins.
La pollution microbiologique, physique et chimique issue de ces établissements peut étre
particuliere du fait des germes spécifiques présents chez les patients infectés ou colonisés, des
quantités importantes de rejet de détergents et désinfectants, et de 1’élimination par un grand
nombre de patients des médicaments administrés.

Or, selon les conventions passées avec les STEPs locales, les effluents liquides hospitaliers
rejoignent les effluents domestiques et sont traités de fagon non différenciée par les stations de
d’épuration.

A partir des données déja recensées, nous avons souhaité caractériser plus précisément les
effluents liquides hospitaliers d’un point de vue chimique et microbiologique. Nous avons
analysé les données de la littérature, et les avons confrontées aux données de terrain issues
d’une campagne de prélevements des effluents du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de
Nancy réalisée en 1993.

L’ensemble des recherches menées est présenté dans 1’article ci-apres : N. Lopez, T. Deblonde
Ph. Hartemann. Les effluents liquides hospitaliers. Hygi¢nes 2010, 18 (6) : 381-6.
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& probiématique des eaux résiduaines & tOUPDUrS SUS-

cité, au cours des siacies, une certaine crainie vis-

&is da la pollution qui ke est associée. Dés Manti-
qustd, le développement des premiénes citds romaines
prowvogua la contamination des nappes phréatiques et
des egux de surface par des bacténes pathoganes. Ce
probléme & &té et demeursrs une causs importants de
maortakté au cours des sicles. Notamment au moyen Sga
ol les cowrs O eaw: et masres serveient d'exutores & de
nombrews rejats, dont les rejets hospitgiers, provoguant
ainsi de nombreusas Epidémiss [typhoide, coléa...).
Dans un arficle précédent nous décrivions la probiéma-
tique as50Ciée BUx eaws Lsees hospitalisres [1). Depus,
be supet & fait M'objet de nombrewx traveux et |'object| da
cet articks est de fare ke point sur cas nouvelles Studes

Las etablissements de sante utilisent une grande varnéts de
produits 3 usage médical {antibiotiques, schvants, métaux
lourds, radioéléments, médicamants) mais sussi des pro-
diuits d'entretien at de désinfaction, suscaptibles de se retrou-
ver dans les saux usées. Catte pollution chimique s accom-
pagne d'una pollution biologigue issue des excratas des
patients (champignons, bacteries parfois résistantes aux
antibiotiques, virus). Tous ces produits rejoignent 1a station
o @puration communale dont Iefficacité des procédes surla
dégradation ou la rétention de ces produits est varable. Cer-
taines wechniques sont incapables de les éliminer totalemeant,
les |ziszant ainsi s'échapper dans le miliew naturel. Le devenir
das produits présents dans les rejats liquides des cantres da
s0ins doit &tre pris en considération afin de pouvoir évaluer
leur impact sur lenvironnement at Isutonté publique ne tar-
dera pas a taker oo ty pe de pollution. Ainsi les stablissaments
dioivent dés maintenant s intéresser 3 une meilleurs gestion
e ca flux polluant.

Effluents hospitaliers — Station d"Epuration — Polluants —
Medicaments.

gyant traet sux effluants hospitsliers en y ntégrant Sgeie-
ment des donnéss concemant ke centre hospitabes wni-
versitara {CHU) de Mancy.

Les rejets Bguides hospitsliers ont des particulamtas: s
consommation d'esu quotidienne d'un hebient est est-
méa 3 160 litres et permet de déterminer ce que |'on
appelle I'équivalent habitant (EHI. 5 on |z compare a la
consomimation d'eau journaliéne powr un B, on remanue
gue cetie demiére est nettement supériews. En effet,
I'eau consomemae per un centre hospitelier {CH est com-
prisa entre 500 et 700 itresfitfour avec des maxima de
1 mfifjour (21

C'un point de vue qualitat, las effluants hospitaliars
peLvent Stre divises en dewus partess, a premiére com-
prend ks effluents dits « domestiques » comespondant

ABSTHACT

Hospital wastewster
Heafthcare facilities use 2 wide venisty of medical products
such 58 antibiotics, solvents, heavy metals, radisisotopas
and medicaments 55 weil 58 the clasning products and dis-
imfectants that sre typicatly found in wastewatsr in addition
to this type of chemics! poliution, wastewater also contains
hivdogica! poliution from the excrets of patients {fung, bac-
teris, which may be resistant to antibiotics, snd virusas ). Al
these products enter the local wastewaier trestment plants.
The afficiency of the trestment processas to degrads or ratain
thess products vanes. Some fechnigues are unabie o alimi-
nate them complately, and discharge them info the natural
smvironments. The fste of poliitents tiat sre present in hospi-
tal effuent must be teken into consideration to evaluafe their
impact on the emvironment and the suthoritiss will soon be
imposing taxes on this type of polittion. Hesltheare sstab-
lishments must now start to consider improving the men-
agement of their efffuants.

KEYWOADS
Hospital Wastowster - Wastewster Treatmant Plant -
Poifutants — Medicaments.
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aux rejets des activités de cuising, de blanchisserie, de
I"hygigne corporelle des patients et du personnel. La dewr
xigrme catégorie est plus spécifigua du milieu hospitalisr
et provient des rejets des activitgs de soins. Lensemble
de ces polluants va attzindre le réseau d'assainissemeant
de la commune et cet apport de polluant est non négli
geable. En effet, certaings études ont montré que les
rajets d'un hdpital de 1000 lits étaient aussi polluants
que cewx d'uneville de 10000 habitants [3].

Cas efflusnts hospitalisrs contiennent des contaminants
hiologigues qui sont depuis toujours ceux auxquels on
pense en premier, méme s'il apparait, de plus en plus,
que la contamination chimique est probablemeant la plus
précccupants, Mous envisagerons successivemeant ces
delx aspacts avant de présenter les solutions technigues
gui ont &1 proposées atfou testées durant l2s darniégres
annges, Parmi les données présentées dans cet article,
nous avons incorpors les résultats obtenus lors d'une
campagne d'échantillonnage réalisés sur les eaux usées
de I'hipital de Brabois du CHU de Mancy. Ce site hospl
talier compaorte 1800 lits de toutes spécialités et nous
avons procads en 1993 4 un échantillonnage automatigue
des ealx usées assar au débit sur 24 heures, Les ana-
[ysas ont &té réaliséas selon les méathodes normalisées
dont l'amploi st obligatoire pour chacun des paramétres
testés, tandis que des profils chromatographiquas en
phase gazeusa ont &té systématiquemnent effectusgs.

La contamination biologique
des rejets liquides hospitaliers

Les germes potentigllement présents & 'hdpital sont
appartés via la flore des malades, du personnel ou des
visgiteurs. llz sont retrouvés dans I'environnement 4 la sur
face des sols et des matériels, dans les apparsils de vern-
tilation, dans "eau (Legionalis pneumacphils) ou bien dans
[air (Aspengiius ep.). Ces germes peuvent &tne regrolupés
entrois catégaories: les agents commensaux, les agants
saprophiytes et les agents infectieux. La variabilité des
germes retrouvée ast trés grande:

Tablaau | - Caractérization bactérienne des effluents hospitaliers
(indicatours de contamination facale).

LES EFFLUENTS LIQLIDES HOSPITALIERS

Les bactéries

Les &tudes menéss sur la caracténsation des bactéries
g'accordent & montrer que leur concentration est infé-
rieure a celles retrouvéss dans les effluents urbains sil'on
raisonne en termes de bactéries classiquement consi-
dérées comme indicatrices (Tableau 1). En effet, nous
obsarvons, 107 & 107 fols moins de bactéries measunéas
selon les classiques méthodologies de micrabiologie des
ealx dans les effluents liquides hospitaliers que dans
les eaux résiduaires urbaines. Les concentrations retrou-
v&as dans les effluents de 'hédpital de Brabois sont corm-
parables & celes retrouvées dans les effluents d'autres
hépitaw [1,4]. Le risque est plutét ié 3 la dissémination
avantuelle de caractéras de résistance aux antibiotiques
rmais il n'y a pas ancore, & notre connaissance, d'étuds
probants sur ce sujet.

Les virus et parasites

Les parazites les plus susceptibles de se retrouver dans
les effluents hospitaliers sont les amibes. Celas-ci sont
parmmi les plus excrétées lors de parasitoses (5] mais elies
SONT sUrtout trés présentes dans les réseaux &t peuvent
constituer des réservoirs de pathogénes, Capendant, on
peut déplorer qu’aucune etude mayant trait aux rejets
hospitaliers n‘ait traité de cat aspact; aucuns valsur chif-
frée de leur présence dans ces effluents mMa &1& trouvés
dans la littérature.

La présence devins dans les effluents est discutée : les
conditions drastiquas présentes dans les réseaux d'as-
sainissament ne sont pas favorables 3 leur survie, Capen-
dant certaines &udes ont révélé la présences du vins de
limrunodéficience hurmaing (VIH) dans certaines eaux
résiduaires [&].

La contamination physicochimique

des rejets liquides hospitaliers
Les parametres physicochimiques généraux

Les donnges collectées au sein du CHU de Mancy et
celes issuss de la littérature montrent quelgues diffé-
rences entre les effluants hospitaliers et les effluents
domestiquas. Létude publiée par Bowot et al. [3] pré-
sente la synthése des résultats de 17 établissements
hospitaliers frangais, résultats résumes dans le tableau ||
pour les principaux paramétres physico-chimigues. Dans
& méme tableau sont présantés 4 titre de comparaison
calx trouvés pour les efflusnts de I"hapital de Brabois.
L'analyse des effluents de I'hépital de Brabois menge en
1953, montra que ces paramétras sont netterneant sups-
rieurs a ceux obsarvés au niveau de la station d'&pura-
tion urbaine de Mancy-Maxville (Figure 11, ce qui met
&n &vidence uneimportante pollution arganioue apportés
par ces effluents. Cette pallution se caractérise surtout
par une toxicité particuligre [2] qui est lige 3 des molé-
cules dont 'usage est asser spécifique au fonctionne-
rmert hospitalier.

. Coliformes
Coliformas thermo-
totaux tolémants
{URC/ml) (UFC/ml)
[2] 1ICFE310F 11024 8108
4 3.90° 1,5.10¢
Effluants [_] o
hospitaliers Hépitaus
de Brabois 3,24.10° 1,0710F
(CHU Manecy, 1293)
iluents (3] T8 1107 11084 5107
urbains
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LES EFFLUENTE LICUIDEE HOER TALIERS

Les rejets radioactifs

A hopital, ces rejets sont issus des services de méde-
cine nucléaire, des laboratoires de préparation et de
manipulation (dosage des hormones thyroidiennes), des
sanitaires des chambras das patients sous thérapie anti
cancérasusa. Cette filigra ast bien encadrée, les vaissealles
contenant des substances radicactives sont lavées dans
des éviers spacifiques (dits chauds) dont les rejets sont
captés et seront gérés par une filiere spécifique s2lon
les prescriptions de lAgence nationale de gestion des
déchets radioactifs (ANDRA).

Les effluents contenarns des radicéleéments & vie longue
(périnde supérieurs & 100 jours) seront pris en charge par
[AMDRA ; caux & période courte (inférigure & 100 jours)
saront stockas puis rejetés dans le réseau d'assainisse-
ment aprés décroissance. La radioactivité des effluents
doit &tre contrélée avant leur évacuation vers le réseau
de collecte des eaux usées urbaines.

Les substances pharmaceutiques

Les médicaments administrés 3 Mhomime (antibictiques,
homnenes, antalgiquas et tranguillisants) ont £1& détectés
dans les eaux de surface, dans les eaux soutarraines et
dans 'eau potable & des concentrations comprisas entre
quelguas nanagrammeas par litre jusgua plusisurs micro-
grarmimes par litre [7]. Ca constat nous amanes 3 réfle-
chir sur le mode de propagation de ces substances dans
Fervironnemeant, mais égalerment sur notre systeme de
gestiondes eaux résiduaires.

Les principales classes pharmacologiques détectées
dans environnement sont les antibiotiques, les hypoli
perniants, les analgésiquas, les antHnflammatoires, les
antidéprasseurs, las hormones (naturelles et synthé-
tigues) et les anticancéreux. Leur présence dans 'en-
vironnament est due d'una part & la misa 4 I'évier de
substances pharmaceutiquas et d'autre part aux excré-
tions physiclogigques. En effet, on estime que 50 9% &
40 % d'un médicament administré & 'homime sont excré-
s sans aucun changemeant. Le reste étant &liming, par
Forganisme, sous forme de métabolites plus ou moins
toxigues [7]. Ces valeurs dépendent de divers paramétras
dont la posologie, la typologie des molécules adminis-
trées mais egalemeant de la physiologie des individus,
Les effluents hospitaliers contribuent de manigre conss-
fuente  l'apport de substances pharmaceutiques retrow
vées au niveau des stations d'&puration [8]. Cependant,
leur parcours dans le réseau d'assainissament est difficile
a suivre car les médicaments peuvent &tre élimings par
les organismes sous formes de conjugués pas toujours
sUivis analytiquernent.

Certaines études [9] ont guantifié "'appon des rejets
hospitaliers en substances médicamenteuses et elles
ont mantré que ces substances constituent un faible
apport compars 3 la teneur totale retrouvée au niveau
de la station d épuration. Ainsi, un hipital de 4 4 lits pour
1000 habitants contribus & moins de 15 % du total de

Tableau Il - Paraméatres physico-chimiques globaux dans les
effluents hospitaliars.

Cunmnfrt:t?:n {mg/l} 17 hﬁ[g::ta ux dI:qu'r:rl:]i[s

Spéacificité 1993

No, <1-1 18

NO, MR 37

NH‘ 475-3 095 9.6

NTK 3-683 13,5

Pt 2-245 16,5

DCO 102 554 BOB 3

DBO, 201559 2830

Figure 1- Comparaison des paramétres physico-chimiques globaux
deas affluants 3 la sortie de I'hdpital de Brabois 3 I'entréa dans ka

STEP dea Nancy.

20

15

Y]

NO, NO,  NH, NTK Pt

[ sortia des afflusnts de I'hépital Brabois (CHU Maney)

[

Entrée de tous les efflusnts au niveau
de la STEP de Mancy-Maxéville

substances pharmaceutiquas retrouvées au niveau de
la station d'&puration (STEP). Cet apport dépasse les
16 % dans le cas de dew: antibiotiques : la roxithromy-
cine (56 %) et le triméthoprime (18,3 %). Le tableau 11l
présente | contribution de dewx hdpitaux de la région
d'Oelo au flux entrant de médicaments dans la station
d'&puration connectées [8].

Dewx catégories de médicaments posent das problémes
spécifiques : les anticancéraux et les antibiotiques.

Cas particulier des médicaments anticancéreux

Le plan Cancer 2004-2002 dénombrait, en France,
278000 personnes attaintes annuellement d'une patho-
logie cancéreuse, l2 nombre total de patients soignés na
cassa daugmentar avec, en paralléle, 'emplol de subs-
tances anticancérauses, Ces substances peuvent avoir
une activiteé cancérogéne, mutagéne ou tératogans, En
conséquence, il parait nécessaire didentifier la présence
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Tableau lll - Contribution de deux hapitaux de la région d'Oslo
au flux entrant de médicaments dans la station d"@puration
connectéas (réf. 8).

Contribution
moyenne des deux
hopitaux (%)
Métoprolol 0,76
f-blogquantz Atanclol 1,26
Propranalol 57
. Parcrxeting 0,26
e T Sartralina 0,06
] . Simvastatine 0,486
sl T Atorvastatine 1,136
. Paracétamol 5,86
AL Phenazona 0,366
Anticancérau Tamoxiféns 0,006
Anti-gpilaptigua Carbamazépine 0,86
Anti-inflammateire Diclofénac 0,8
non stéroidien lbuproféns 0,35
Antifongiquas Clatnmazola 0,06

de ces composés dans les effluents hospitaliers et de
suivre leur devenir dans Fenvironnement.

La présence des substances anticancérausas dans les
rejets liquides hospitaliers peut &tre due 3 des déverse-
ments lors de la préparation de ces médicameants mais
aussi aux excrétions des malades. La manipulation des
médicamants anticancéreuy étant trés réglementés, les
rajets physiclogiques de patients traités pourraient repré-
santer la seule voie de décharge. Catte hypothése est
corroborée par carainas &udes menéss sur la compo-
sition biclogigque et chimigue de l'urine de patients sous
thérapie anticancérause [101].

ne &tude menge & PEKIn [11] sur les effluents de 21
hépitaux chinois a montre que certaines substances antk
cancéreusas imathotrexate, &toposidel sont retrouvées
dans leurs effluents. La présence des anticancéreux dans
les rejets liquides hospitaliers étant ainsi bien démon-
frée, on peut s'intemoger sur leur devenir dans le réssau
d'assainissemsant.

Des essals effectuds [12] surla bicdégradation des agents
antiturncraux dans les effluents hospitaliers mais aussi
urtains ont maontré que cartaing anticancéreux, tel que
I'ifosfarnide, sont non biodégradables et non adsorbés
par les bouss mettant 2n avart la problématicue du deve-
nir de telles substances dans 'ervironnerment. De plus,
d'autres &tudes [13-18] ont proue que ceraings subs-
tances anticancéreuses (cyclophosphamide, ifosfarmicde
et méthotrexata) peuvent subsister aprés raitemant des
ealx usées dans les STER pouvant aingi, 3 de trés faibles
concentrations, imégrer le eycle de 1'eau.,

Cas particulier des antibiotiques
Ces médicaments importants pour la médecing font
partie des plus prescrits tant en médecine hurmaine que

LES EFFLUENTS LIQUICES HOSFITALIERS

vétérinaire. Pour pouvoir évaluer leur présence dans les
rejets liquides hospitaliers, il est nécessaire d'évalusr la
quantité réellement excrétée. Des études ont déterming
la concentration dantibiotique présente dans les selles
humaines dindividus sous traiterment [16] et ont mon-
tré des concentrations de 'ordre de 3 mafkag a 40 maka
de selles pour le timéthoprime et la doxyoycline, et des
concentrations de 200 mafkg 4 300 makg de selles pour
["&rythromycine. Enestimant ke taux d'&limination durant
la périnde de traitement 3 95 %, I"étude [17] montre ung
concentration maxirmale de 13 pafl pour les t&tracyclines
pouvant &tre présents dans les effluents d'une STER
Les résidus des antibiotiques dans I'environnerment sont
soupgonnés d'étre 'agent causal du développement da
formes de résistance chez les bacténes. Dans le cas d'ef-
flugnts hospitaliers, la présence dantibictiques est recon-
nue comme étant le facteur de risque le plus important
dans I"acquisition de résistances aux antibiotiques ifluo-
rogquinolonas et aux plactamines) [18,19]. La présence
de désinfectants, utilisés en grande quantité 3 I'hdpital,
exerce prehablemeant une pression de salection qui favo-
rise I'apparition de ces résistances.

Les détergents/désinfectants

Les surfaces hospitaligres constituant un réservoir de
micre-organismes susceptible de contaminer le persor-
rel solgnant ou les patients. Ce risque est non négli-
geable méme si, 4 'heurs actuells, il est difficile d'Svaluer
avec précision la par das surfaces et da 'ervironnemeant
hospitalier dans orging des infactions nosecomiales.
Les détergents &t les désinfectants représantent un
tonnage tras important comparé awx substances phar
maceutiques, mais ne sontpas les plus dangersux pour
[ervironnemeant. En 2009, au CHU de Nancy, 135 mé de
produits désinfactants ont &té utilisés ainsi que 93,2 m?
de produits détergents. Les principaux produits désinfec-
tarits utilisés pour la désinfaction des sols et des surfaces
ou encore pour la désinfection des instruments &t das
matérigls sont, soit des produits chlorss, le plus courant
&tant I'hypochlorite de sedium, ou plus rarement des pro-
duits contenant des aldéhyies.

Lhypochlorite de sodium, NaZlQ iou eau de javel), ast
ancore trés employé. Ainsi prés de 7000 berlingots
sont utilisés annuellement aux cuisines du CHU Mancy.
Lorsque NaClQ est présent dans I'eau (2aux potables,
aauUx résiduaires), il va réagir avec diviers composas orga-
riques, dont les protéines, pour produire une varigts de
composés chlorés [20], dont la plupart sont lipophiles,
persistants et toxigues dans les milisux aquatiques [21].
La farmation de ces composés chlorés peut s'expliquer
ainsi: le chlore gazeux, dissous dans I'eau, va rapide-
rnert &' hydrolyser pour former Facide hypochloreux selon
["&guation:

MaCLO + H20 = HCIO + Ma* + OH-

Ensuite, lNacide hypochlorews (HCLO) va pouvolr réagir
avec das compoesss organigques, des composés ammo-
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niacaux pour fomer notamment du chloroferme, du bro-
madichlorométhane, des chloramines et de nombreux
métabolites toxiques [22,23].

Lé&tude de 1993, manée sur les effluents de I'hdpital
de Brabois, montre que 'hépital contribue de maniérs
canséquents en "apport de chloroforme au niveau de
la station d'&puration si l'on compare les concentrations
en chloroforme & la sortie du CHU et & I'entrée de la
STEP (Figure 2). La concantration en ADX correspon-
dant 4 la quantité de chlore contenu dans les substances
organigques adsorbables sur du charbon actif indirecte-
ment imputable awx désinfectants chlorés varié pour les
effluents da I'hépital de Brabcis entre 200 pad et S00 pal,
e qui montre une contribution conséquents au niveau de
la STEP (valeur moyenne d'entrée de 120 pg/l).

Discussion

La caractérisation biclogique a montré que la congen-
tration des bactéries indicatrices dans les rejets hospk
taliers est inférieure 3 celle des effluents domestiques,
ca qui est d0 notamment 4 la présence importante de
produits désinfectants et au facteur de dilution. MNéar-
mains, le risque biclogique rest pas inexistant. En effet,
on retrouve dang ces rejets des bactéries résistantes aux
antibiotiques, suscaptibles de se répandre dans 'envi-
ronnarment [24], mais cet impact est difficile 4 évaluer
car peu étudia. Certains auteurs le considérant comme
lirmité [2B]. Diminuer I'impact de la pollution biologigue
des effluents hospitaliers passe, soit par une désinfection
plus poussés et systématique des excrétas des patients
(o2 qui accertusrait le probleme de la pellution chirmigqus),
S0IL par une récupération des excraétas potentisllement
contaminés. La mise en place d'une gestion spécifique
des déjections et excrétions d'un malade (désinfection,
incinération) est complexe ; il faut définir les critéras de
risue ligés aux malades excréteurs afin de pouvoir &ta-
blir differerits protocoles de traitement de ces effluents.

Figure 2 - Concentration en chloroforme dans les effluents
de I'hdpital de Brabois ot dans las influents de la STEP de
Nancy.
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En ce qui conceme la pallution chimique, ila &é montrs
que les substances déversées en grande quantité dans
les rejets liquides hospitaliers, sont les désinfectants et
détergents et les substances médicamenteuseas, Cagi
desiant un sujet de préocoupation majsur. Line attention
particuligre est accordée & leur teneur dans le milieu agua-
tique, en raison de leurs effets potentiels qui peuvent
conduire, & long terme, & des effets néfastes surles orga-
rismes aguatiques et terrastres [26]. Aujourd’hui, les sta-
ticns d'&puraticn sont incapables d'&liminer totalement
les maoléculas madicamentausas qui s2 retrowvent donc
dans las eaux de surface, mais aussi dans les eaux sow-
tarraines et potentisllement dans les stations de potabi-
lisation et finalerment dans 'eau potable,

Les critéres de potabilisation rfintégrant que cartains
paramétres basés surles toxicités des composes indivi-
duels et non sur leur combinaison. | parait esseritiel, voire
indispensable, de rechercher la typologie de ces subs-
tances, ainsi que leurs interactions afin de pouvoir évaluer
aumiel leurs effets potentiels surla santé humaine ainsi
gue sur l'environnement.

La maitrise de la pollution chimigue est complexe, et
passe tout d'abord par une utilisation raisennés des subs-
tances chimiques (détergents et désinfectants) et par
[emplol de substances plus respectususas de l'environ-
nement (détergents biodégradables). En o2 qui concarne
les molécules madicamentauses, seule une sensibilisa-
tion du psersonnel hospitalisr pourait empécher ks déver
sements « accidentals » da substancas pharmaceutiques
dans ke réseau d'assainissemant. Une gestion specifique
des excrétions des malades pemettrait de diminuer "ap-
port de substances madicamenteuses mais engendrerait
des colts trop impaortants.

Flusigurs méthodes de traiterment sont envisageables
afin de réduire les pollutions biclogigquas et chimiques
issues des rejets hospitaliers dans le traitement 4 la
source. En effet, les établissements de soins sont de
grands consommateurs d'eau et une diminution de
catle consommation conduira & concentrer catte pollu-
tion. Cette perspactive commence i étre abordée par les
pouvairs politiques. Récemment, une corvention d'en-
gagements, issue du Grenelle de Fenvironnement, cosk
anée le Z7 octobre 2008, entre le gouvernement et les
instances hospitaligres, fixe des ohjectifs portant surun
rmanagemeant des structures hospitaliéres visant a ratio-
naliser les consommations d'ead. lobjectif fixé pour 2011
ast que I'ensemble des établissements mette en place
des indicateurs de suivi de leur consommation d'eau.
Une deuxigrme solution pour réduire Fimpact des effluents
hospitaliers serait une collects specifique qui perrmettrait
de diminuer l& nombre de substances retrouvées dans
les effluents. Far exemple, on pourrait ervisager une colk
lecte des urines, suivi d'un traitermeant par filtration sur
rnembrang, ce qui permettrait de concantrar les polluants
liqui s=ront ensuite incinérés) | la partie liquide &purés pow-
valt étre rejetée dans le réseau d'assainissement. Des
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projets techniques sont 4 I'etude au niveau européen, tel
que le projet Poséidon (2001-20041 qui a rassemblé sept
pays européans dans le but d'évaluer des tachnologies
de traitement pour &liminer des composés pharmacewu-
tiques et des produits d'hygigne dans les eaux potables
et usées. Cette étude a permis de réaliser un état des
ligux et d'enrichir les connaissances sur la présence de
ces composés et 'afficacité des traitements, 4 la fois en
station d'&puration et en filigre de potabilisation [27]. A
terme, il est évident gque autorité publiqus taxera lourde-
ment la pollution lige aux efflusnts hospitalisrs.

Conclusion

En France, la problématique des rejets liquides hospita-
liers est encore peu abordée, Seule une réglemantation
plus stricte incitera les instances hospitaligres 4 misux
maitriser ce type de rejets, comme c'est le cas en Alle-
rmagne. La connaissance de la composition des eaux rési-
duaires hospitalig#res permettrait de mettre en place des
actions de prétraite ment specifiques awx produits retrou-
wés avant 'arrivée dans le réseau d'assainissemant com-
rmunal. Pour ca faire, toute forme de pollution doit &tre
recharchée afin de connaitre la constitution potentielle
et réelle des eaux hospitaligres ainsi que la part de pol-
lution entrant & la station d* &puration qui est attribuable
aux établissemeants hospitalisrs.
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Les ¢établissements de soins sont souvent considérés par le grand public comme la principale
source de rejet de résidus de médicaments, de détergent-désinfectant et de bactéries dans les
eaux usées.

Bien qu’anciens, les résultats ont permis d’appréhender la contamination biologique des rejets
hospitaliers. La forte dilution des excrétas des patients liée au grand volume d’eau
consommée ne fait pas apparaitre de risque biologique particulier dans les effluents.
Néanmoins, la résistance des germes retrouvés n’a pas été explorée.

En ce qui concerne le risque chimique, les résultats obtenus sur les effluents du CHU de
Nancy évoquent une pollution organique importante (nitrates NOs', dioxyde d’azote NO.,
ammoniums NH,', azote total réduit NKT, phosphore total Pt, demande chimique en oxygéne
DCO, demande biochimique en oxygene sur 5 jours DBOS). Ce rejet important de matiéres
organiques semble étre le fait de nombreux établissements hospitaliers puisque les résultats
issus du CHU de Nancy sont corroborés par 1’étude de Boillot en 2008, qui a étudié les
parametres physico-chimiques des effluents hospitaliers de 17 établissements et les a
comparés avec les parametres d’effluents domestiques. Dans tous les cas, la contribution
hospitaliére a la pollution globale (effluents domestiques et hospitaliers) est non négligeable.
L’origine des maticres organiques n’est pas clairement définie, mais nous pouvons émettre la
supposition qu’elle est reliée, au moins en partie, a I’emploi de détergents-désinfectants. En
effet, les établissements frangais sont nombreux a utiliser des détergents-désinfectants de type
ammoniums quaternaires pour 1’entretien des surfaces et des dispositifs médicaux. Malgré le
développement actuel de techniques alternatives (vapeur, détergents-désinfectants
enzymatiques ou a base de peroxyde d’hydrogene), ces composés restent largement utilisés.
Aucune donnée concernant les produits de dégradation environnementale de ces détergents-
désinfectants n’est disponible car elles sont considérées comme confidentielles par les
laboratoires qui les commercialisent.

Les données relatives aux concentrations ¢levées en chloroforme relevées dans les effluents
du CHU de Nancy peuvent conforter cette hypothése dans la mesure ou 1’eau de Javel était
historiquement employée dans les cuisines collectives pour la désinfection des aliments, ainsi
que pour la désinfection des sanitaires (ce qui n’est plus le cas actuellement : remplacement
de I’eau de Javel par d’autres produits en 2008 dans cet établissement).

Enfin, pour la partie concernant les résidus de médicaments dans les effluents hospitaliers,
nous ne disposions pas de données issues du CHU de Nancy. Nous avons donc étayé notre
réflexion au moyen des données issues d’une étude sur la contribution de deux hopitaux de la
région d’Oslo en flux entrant de médicaments a la STEP connectée (Ort, 2012). Les résultats
montrent ’infime part des hopitaux dans la pollution aux résidus de médicaments (< 5%).
Selon Langford (2009), la part de contribution a cette pollution des hopitaux vis-a-vis des
effluents domestiques ne représenteraient que 15% en France.

Ces constatations sont reproductibles pour les antibiotiques.

Le cas particulier des médicaments anticancéreux a été traité spécifiquement. En effet le
nombre de patients atteints de cancer et soignés par chimiothérapie augmente chaque année.



Or ces substances peuvent avoir un effet cancérogeéne, mutageéne ou tératogéne ; il semblait
donc nécessaire de s’attarder sur ces molécules, de les quantifier dans les effluents
hospitaliers et de les suivre dans 1’environnement.

En premier lieu, nous avons référencé une étude menée a Pékin (Yin, 2010), qui montrait la
présence d’anticancéreux (méthotrexate, ifosfamide, cyclophosphamide, étoposide,
aziatropine) dans les effluents de 21 centres hospitaliers. Ainsi, la présence de ces molécules
trés actives dans les eaux usées est prouvée (150 ng/L d’ifosfamide et 100 ng/L de
cyclophosphamide dans les effluents des centres de soins). Leur éventuelle persistance
jusqu’aux eaux de consommation doit étre étudiée.

Il est & noter qu’en France, les pratiques de préparation des cytostatiques sont trés encadrées,
de méme que I’élimination des déchets souillés par ces produits (arrété du 20 décembre 2004
fixant les conditions d’utilisation des anticancéreux injectables, circulaire du 3 mars 1987
relative a la manipulation des médicaments anticancéreux en milieu hospitalier, circulaire du
13 février 2006 relative a 1’¢élimination des déchets générés par les traitements anticancéreux).
L’¢limination par les patients est donc la seule voie de décharge possible.

Une fois la présence de cytotoxiques identifiée dans les effluents hospitaliers, la question de
leur devenir dans I’environnement se pose. Concernant la biodégradation d’anticancéreux,
certains auteurs ont montré que I’ifosfamide était non biodégradable et non adsorbable par les
boues activées. D’autres études ont également confirmé que I’ifosfamide, mais aussi le
cyclophosphamide et le méthotrexate, n’étaient pas totalement dégradés par le traitement en
STEP et pouvaient donc se retrouver dans le milieu récepteur et intégrer le cycle de 1’eau.

Ainsi, concernant les effluents hospitaliers, nous avons observé que les établissements de
santé étaient source de pollution particuliére du fait de leurs activités de soins.

Dans cet article, il a été exposé 1’état de la pollution hospitaliére d’un point de vue biologique
et chimique, dans un contexte local (CHU de Nancy). Il a ét¢ démontré que les établissements
de soins sont responsables d’une part importante de la pollution des eaux pour certaines
molécules (ex.: détergents-désinfectants, pollution organique). Cependant, concernant les
résidus pharmaceutiques, méme si les hopitaux contribuent a ce type de pollution spécifique,
le rejet dii aux activités domestiques (prise de médicaments a domicile et, dans une moindre
mesure, mise a I’évier de médicaments non utilisés) est également a prendre en compte.

Néanmoins, ces molécules peu dégradables dans les stations d’épuration sont susceptibles
d’atteindre le milieu récepteur et donc d’intégrer le cycle de I’eau. La mise en place de
stations incluant des traitements spécifiquement adaptés a la pollution d’origine
médicamenteuse a la sortie des établissements de soins, pourrait permettre une meilleure prise
en charge de ces résidus.



1.3.4. La contamination de la ressource

L’eau usée, une fois traitée dans les STEPs, rejoint le milieu récepteur ou elle va étre diluée.
Les résidus de médicaments qu’elle contient peuvent ainsi se retrouver dans 1’eau captée pour
étre transformée, via des stations de potabilisation, en eau destinée a la consommation
humaine (EDCH).

En effet, TEDCH peut provenir de deux types de sources : le captage des nappes phréatiques
(et donc captage souterrain) et le captage d’eau de surface. Apres captage, elle est dirigée vers
une station de potabilisation pour traitement avant acheminement dans les réseaux d’eau
potable. Toutefois, a I’inverse des stations d’épuration, les stations de potabilisation sont
congues pour épurer la pollution organique, dont fait partie la pollution médicamenteuse.
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Figure 1-8 : Fonctionnement d’une station de potabilisation (source : Agence de I’eau Seine
Normandie)

Le processus de potabilisation, décrit par la figure 1-8, commence par une étape de pompage
de I’eau dans le milieu naturel, soit en souterrain (2/3 des cas), soit en surface (1/3 des cas).
Comme pour les traitements d’assainissement, I’eau puisée passe par diverses étapes de
dégrillage. Une fois ce pré-traitement réalisé, 1’eau est stockée dans de grands bassins et subit
une étape de prédésinfection au chlore ou a 1’ozone pour éliminer les bactéries qui auraient pu
polluer I’eau pendant 1’étape de stockage.

Ensuite, afin d’¢éliminer les matiéres organiques et la turbidité de 1’eau, une technique de
coagulation-floculation est employée. Les « flocs» sédimentent dans des bassins de
décantation.

Apres I’étape de décantation, I’eau passe par une phase de filtration. Ensuite vient la phase de
désinfection qui a pour but d’éliminer les bactéries et virus pathogeénes. Le chlore, I’0zone ou
encore les ultraviolets peuvent étre utilisés lors de cette étape. Une quantité de chlore reste
dans I’eau afin d’empécher toute prolifération de germes dans le réseau d’eau.



Le traitement de 1’eau dans le processus de potabilisation dépend de sa qualité d’origine et
peut varier dans le temps.

En 2011, le laboratoire d’hydrologie de ’ANSES situ¢ a Nancy a mené une campagne
nationale d’analyses, afin de déterminer la contamination des EDCH par des résidus de
médicaments selon son origine (souterraine ou superficielle). Il a également réalis¢ une
comparaison de cette contamination avant et apres station de potabilisation.

Une étude regroupant les données déja disponibles (données sur la contamination des eaux
usées issues de notre article présenté précédemment, et données concernant les eaux brutes et
eaux traitées, obtenues lors d’une campagne de prélévements de 1’agence de 1’eau Seine-
Normandie en 2009), ainsi que les résultats de cette campagne d’analyses de I’ANSES, a
donné lieu a la rédaction d’un article publié dans HEGEL présenté ci-apres (Tiphanie
Deblonde, Marion Dreyer, Philippe Hartemann. Résidus de médicaments et eau destinée a la
consommation humaine. HEGEL. 2012 ; 2 (3) : 12-20).




Hegel Vol II N® 3 -2012 - 12

DOI - 10.4267/2042/458244

SANTE PUBLIQUE

Reésidus medicamenteux et eau destinée a la consommation humaine
Pharmaceuticals residues and drinking water

Tiphanie Deblonde, Marion Drever, Philippe Hartemann

Université de Lorraine, Département Environnement et Santé Publique, Faculté de médecine, F-
54500 Vandoeuvre-les-Nancy

tiphanie deblonde @umv-lorramne fr

Résumeé

La France est un grand consommateur de produits pharmaceutiques a usage humain, avec en
movenne 48 boites par an et par habitant pour 2011. La mise en évidence dans les années
1980 de molécules a visée thérapeutique dans les eaux usées a mis en exergue cette pollution.
Depuis, de nombreuses publications sur le sujet ont montré que la plupart des milieux aqueux
contiennent des résidus medicamenteux. L'imndustrie pharmaceutique, 1 excrétion par le
patient, les rejets par les établissements de soins et la mise a I'évier des médicaments non
consommes sont les sources de cette pollution. Ces différents effluents arrivent généralement
dans des stations d’épuration non concues pour élmuiner les polluants d origine organique.
Pour certamnes classes thérapeutiques, les stations d épuration ont un rendement d’élimination
plus éleve que d’autres ; par exemple, pour les antidépresseurs, le rendement est de 1" ordre de
90-100 %, les antibiotiques d'environ 50 %. alors que les antiépileptiques ne sont pas
elimineés. Le rejet quotidien de ces molecules leur confére une pseudo-persistance dans
I'environnement. En effet, certaines molécules comme le Clofibrate ou la Codéine ont une
demi-vie supeérieure a 363 jours alors que pour d autres, comme le Paracétamol, cette demi-
vie est mfénieure a un jour.

D’aprés un rapport du laboratoire National de Recherche et d'Hydrologie, environ 14
molécules pharmaceutiques sont retrouvees dans les eaux destinées a la consommation
humaine (EDCH) et la provenance de 1'eau (souterraine ou superficielle) n’a pas d'influence
sur la nature des molécules retrouvées mais seulement sur les quantités. Les concentrations
maximales retrouvées dans 'EDCH sont nettement inférieures aux doses thérapeutiques ;
cependant, des études sur les effets chroniques de ces molécules a faibles doses semblent
nécessaires ainsi qu'une politique préférentielle de molécule avant le plus faible mmpact
ecotoxicologique a efficacité thérapeutique identique.
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Eau destinée a la consomumation humaine ; Résidus médicamentenx
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Abstract

France 15 a major consumer of human pharmaceuticals products, with a means of 48 boxes per
vear and per person in 2011. The demonstration in the 1980°s of the occurrence of therapeutic
molecules i wastewater highlighted this “new™ pollution. Many publications on the subject
have shown that most aqueous media contam drug residues. Both the pharmaceutical industry,
the excretion by the patient, the release by health care facilities and making up to the sink of
not consumed pharmaceuticals are sources of this pollution. These different effluents come
usually in wastewater treatment plants which are not designed to remove pollutants of organic
origin. For some therapeutic classes, sewage treatment plants have higher removal efficiency
than others, such as antidepressants about 90-100%, antibiotics about 30%, while antiepiletics
are not eliminated. The daily discharge of these molecules gives them a pseudo-persistence in
the environment. Indeed, some molecules such as clofibrate or codeine have a half-life greater
than 3635 days while for others such as paracetamol half-life 15 less than one day. According to
a report by the French National Research Laboratory for Hydrology. about 14 pharmaceutical
molecules are found in water intended for human consumption drinking water (DW). The
source of water (groundwater or surface) has no influence on the type of molecules found. but
the differences are clear for the quantities. The maximum concentrations found in the DW are
well below the therapeutic doses; however, studies on chronic effects of these molecules at
low doses appear to be necessary as a preferential policy of prescription of molecule with the
lowest ecotoxicological impact for an identical therapeutic efficacy.

Kevwords
Drinking water; Pharmaceutical residues

Introduction

Si la France est le 4™ consommateur mondial de médicaments aprés les Etats Unis.
I'Allemagne et le Japon [1]. la détection de molécules pharmaceutiques dans les eaux. depuis
les annees 1980, a d’abord éte effectuee dans les pavs anglo-saxons [2]. Les mises en lumiére
de quelques effets sur la faune aquatique (ex. : féminisation des poissons [3.4]) ont encourage
les recherches et on sait awjourd hui qu’aucun milieu aquatique (eaux usées avant et aprés
traifement, eaux souterrames, eaux de surface, vowre eau destinée a la consommation
humaine) ne peut étre considere comme indemne de contamination [3]. Le niveau de celle-ci
est logigquement décroissant entre les eaux usées et les eaux souterramnes [6]. En France, le
Plan National Santé et Environnement deuxiéme version (2004-2008) a contribué a 'intérét
pour cette problématique jusqu’alors limitée a quelques laboratoires pionniers et demande la «
recherche de contamination des rejets urbains et des eaux superficielles par les médicaments
»w. Cect a té entrepris et 'état des lieux que nous présentons ic1 s imtéresse aux molecules
pharmaceutiques a usage humain ; il a été établi a partir des principales données récemment
publides.

Nous envisagerons successivement dans cet article, 1" ongine des molécules pharmaceutiques
dans les eaux, les résidus médicamenteux dans les stations de traitement des eaux usées et
dans les eaux superficielles puis, enfin, les résidus médicamenteux dans 1'eau destinée a la
consommation humaine.
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L’origine des molécules pharmaceutiques

La présence de composes pharmaceutiques dans les eaux peut s'expliquer par 4 voies
d’entrée

- La premiére voie, majoritaire, est celle de Uexcrétion (domestique) des medicaments
et de leurs metabolites aprés utilisation par les patients. La molécule est administrée au
patient, absorbée et métabolisée par son organisme pour étre excrétée puis rejetée dans
les eaux usées qui seront traitées en station d épuration (STEP). La quantité retrouvée
dans les eaux dépend donc. pour cette voie d apport. de la consommation faite par la
population. Celle-ci vieillissant et augmentant, les quantités consommees, et rejetées,
ne font que croitre. De plus, selon Montague, [7] 50 a 90 % d un médicament absorbé
est excrete sous forme inchangee.

- La seconde voie d apport est constituée par les rejets des etablissements de soins.
C'est une source particulidgre de contamination car les eaux usées de ces
etablissements ont un profil spécifique et contiennent en quantite plus importantes des
antibiotiques. des anti-infectieux, des produits de contraste 1odés et des anticancérsux.
Elle a été estimée a travers plusieurs études a environ 20 % (Afssaps) de 'ensemble
des apports. Les effluents n’étant pas traites sur place, ces rejets se retrouvent dans les
STEPs.

- La troisiéme voie d apport est constituée par les rejets des meédicaments non utilisés a
I'évier ou dans les toilettes (environ 10 %o selon Bound et Voulvoulis, 2003 [8]).

- La derniére voie d’apport concerne les effluents des industries qui produisent les
différentes molécules pharmaceutiques. Ce type de production fait 1'objet d'un
controle seveére de ses effluents aprés traitement dans les pays developpés ; ce n'est
pas encore le cas dans les pays émergents on sont fabriqués beaucoup de génériques.

Toutes les différentes classes thérapeutiques sont retrouvées dans les eaux usées mais les
quantites sont différentes en fonction de la consommation, du niveau de métabolisation de la
molécule et du taux de dilution dans les eaux usées urbaines comme ceci va étre présents dans
le chapitre suivant.

Résidus médicamenteux et stations de traitement des eaux usées et eaux
superficielles

Les effluents arrivant en STEP sont donc d ongines vanées, mais les antibiotiques, les anti-
inflammatoires et les analgésiques sont les classes thérapeutiques les plus étudiges et les plus
retrouvées a ce nivean dans la littérature.

Le tableau 1. présents une synthése établie a partir des publications récentes sur les
differentes molécules retrouvées selon les classes thérapeutiques, leur concentration moyenne
calculée a partir de ces études en entrée et sortie de STEP ainsi que le rendement
d’élimination ainsi estime.
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Tableau 1 : Concentrations en résidus pharmaceutiques (en pg/L) dans les influents et
effluents de STEPs et rendements d’élimination (d’aprés Deblonde er al, [9])

Influent Effluent Rendement
Composés . Molécules cl'éliﬂ];ifmtio;
pharmaceutiques (%)
moyenne n moyenne n

Clarithromycine 0.344 2 0.15 2 56,4

Ciprofloxacine 0.62 13 0.234 13 62.3

Doxyeycline 0.63 10 0.420 g 354

Ervthromycine 0.38 3 0.297 4 48 8

._ESE:}“O’“"”“M' 2.025 2 059 2 70.9

Antibiotiques Methmnid.azole 0.09 1 0.0_55 1 ?28_9
Norfloxacine 0.115 12 0.0526 10 543

Ofloxacine 0482 6 0171 6 64.5

Roxithromycine 0.78 3 0472 3 39.5

Sulfamethoxazole 032 10 0264 11 17.5

Sulfapyridine 0.492 1 0.081 1 83.5

Tetracycline 48 1 2.375 2 95.1

~ Tromethoprime 0.43 15 0.424 17 1.4
 Antiépileptiques  Carbamazepine 0.732 6 0.774 13 -53.7
4-aminoantipyrine 1.517 1 0.676 1 554

Antipyrine 0.04 1 0.027 1 325

Codeine 2.8605 2 193 2 325

Analgésiques et Diclofenac 1.039 6 0.679 11 346
anti Tbuprofens 13.482 10 3480 17 74.2
mflammateoires  Indomethacine 0.136 2 0.166 3 -22.1
Ketoprofen 0.483 5 0.333 9 311

Ketorolac 0.407 1 0.228 1 44.0

~ Naproxen 5.077 7 0.934 13 816

acide clofibrique 0213 3 0.131 5 391
Régulateurs acide fenofibrique 0.079 1 0.196 3 -148.1
lipidiques Bezafibrate 1948 4 0.763 3 60 8

~ Gemfibrozil 1.362 3 0.757 6 51.5

Acebutolol 0335 1 0.140 1 582

Atenolol 1.080 4 0.468 4 56.7

, Celiprolol 044 1 028 1 364
Béta-bloguants IvIetgprolol 1.535 4 0.679 5 55.8
Propanolol 0.198 3 0.102 5 485

Sotalol 1.667 2 0.79 2 52.6

Furosemide 0413 1 0.166 1 598

Diurétiques Hydrochlorothiazide 2514 1 1176 1 539
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Amidotrizoic acid 23 1 2.494 1 2

Dhatrizoate 33 1 33 1 0.0

_ Iotalamic acid 1.8 1 1.820 1 -1.1

Produsts de 1 romide 9.205 2 2014 3 78.1
contraste i
Tomeprol 6.03 2 1.606 2 73,5

Iohexol 6.7 2 2.706 2 39.6

Topamidol 23 1 19 1 174

__ Desinfectants _ Triclosan 0.852 8 0.198 6 76.8
Psycho-stimulants Caféine _ 56.634 4 1.771 10 96.9
7 " Paraxanthine 26.722 1 0.836 1 96.9
Antidépresseurs Fluoxetine 5.85 1 0.112 2 98.1

Il apparait que les rendements d’élimination par les stations d épuration présentés par classes
thérapeutiques de facon synthétique dans la figure 1 sont trés différents d'une classe
pharmaceutique a une autre allant de 0 %0 pour les antiépileptiques (ex. : carbamazépine) a
50 % environ pour les antibiotiques et a presque 100 % pour les antidépresseurs et
psvchostimulants. Ainsi, le récent titre provocateur d un journal & grand tirage « du Prozac an
robinet » ne repose guére sur des bases scientifiques !1!

100

Rendement d'élimination (%)
I
o

Figure 1
Représentation des rendements d élimination en STEP par classe thérapeutiques

Les résidus de médicaments non éliminés par les STEP sont rejetés dans les eaux de surface
avec les effluents. Par effet de dilution et de photodégradation, les concentrations diminuent
ensuite dans les milieux récepteurs.

Dans I"étude de ['agence de 1"eau Seine Normandie [10]. des traces de résidus médicamenteux
ont £t retrouvéas sur tous les sites qui ont fair 1'objet des campagnes. Les substances les plus
souvent détectées sont : la carbamazépine [6-40 ng/l]. l'acide fénofibrique [2-30 ng/],
I'oxazépam [5-20 ng/l], le paracetamol [30-100 ng/1]. le bézafibrate [4-20 ng/1]. le métoloprol
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Tableau 3. Fréguence de détection et de guantification eaux brutes / eaux traitées
Eaux brutes Eaux traitées
Fréquence Fréquence | Teneur Fréquence Fréquence | Teneur
Molé des resultats | de maximale | des résultats | de maximale
Molécules ] R : : . )
quantifiables | détection | (ng/L) quantifiable | détection | (ng/L)
(=LQ)en% | (>*LD) en s (=LQ) en | (LD} en
%% % %%
Caféine 289 49.6 856 10.9 28.1 115
Oxazepam 18.7 27.1 161 40 72 o1
Paracetamol 135 236 443 1.1 41 71
Carbamazepine 12.6 208 48 4.0 9.0 33
Epoxvcarbamazeépine 11.3 208 8 7.6 14.8 ]
Losartan 43 10.0 11 0 07 traces
Gadolium anthropique | 2.8 28 19 14 14 12
Hvdrochlorothiazide 2.6 8.1 48 0 0.7 traces
Ketoprofen 1.8 39 258 0.4 04 36
Acide salicvlique 1.6 2.1 37 1.0 1.0 102
Trimetazidine 1.5 7.4 31 0 0
Hydroxibuprofene 13 5.0 83 23 58 85
Diclofenac 1.1 2.6 16 0 0
Ibuproféne 1.1 2.3 19 0 14 traces
Naftidrofuryl 1.1 18 2 18 3.5 3
Sulfadimerazine 0.7 1.4 34 0 0.0
Amlodipine besylate 0 0.4 traces 0 0
Amoxicilline 0 09 traces 0 0
Atenolol 0 48 traces 0 0
Danofloxacine 0 38 traces 0.8 35 37
Doxvevcline 0 0.5 traces 0 0
Erythromycine 0 1.7 traces 0 0
Florfenicol 0 0.8 traces 0 0.4 traces
Fluvoxamine 0 04 traces 0 0
Lincocomycine 0 1.4 traces 0 0
Ofloxacine 0 2.0 traces 0.8 1.5 35
Parconazole 0 04 traces 0 0
Ramipril 0 0.7 traces 0 0
Ranuprilate 0 0.7 traces 0 04 traces
Tylosine 0 04 traces 04 22 20
17B- Estradiol ; 0 0 0.5 0.5 77
Altenogest ; 0 0 0 0
Ampicilline ;
Clorsulon ;
Cyclophosphamide ;
Dicyclanmil ;  Estrone ;
Furosemide ;
Ifosfamide ;
Levamisole ;
Levonorgestrel :
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Metnifonate ;

Pravastatine
Progesterone ;
Fanitidine

Sur les 45 molécules recherchées. 30 ont été détectées au moins une fois et 16 ont été
retrouvées a des teneurs supérieures a la limite de quantification dans les eaux brutes. Pour ce
qui concerne les eaux traitées destinées a la consommation humaine, 19 molécules ont été
détectées au moins une fois et 14 a des teneurs supérieures a la lumite de quantification.

La caféine doit étre exclue car cette molécule est plus un marqueur de 'activite humaine des
menages qu un residu phammaceutique. Elle est présente dans une eau brute sur deux et dans
une eau traitée sur quatre.

En dehors de la cafémme. la carbamazeépine, [|oxazepam, le paracétamol et
I'époxycarbamazépine sont les molécules les plus retrouvées dans les eaux brutes. Dans les
eaux ftraitees, ce sont | époxycarbamazeépine, la carbamazeépine, 1oxazepam et
I'hydroxibuproféne.

La molécule avec la concentration maximale dans I'eau brute est le paracétamol (400 ng/L)
tandis que 1acide salicylique présente la plus haute concentration retrouvé dans I'EDCH.

L’EDCH provient, selon les réseaux de distribution, d'saux brutes superficielles ou d’eaux
brutes souterraines. Selon le rapport du Laboratoire d'Hydrologie de Nancy, les molécules
médicamentenses retrouvées dans les deux types d'eaux sont généralement les mémes. La
différence se fait surtout au niveau de la fréquence de quantification. Celle-ci est plus
importante dans les eaux brutes superficielles que dans les eaux brutes souterraines. Ainsi par
exemple, plus de 40 % d’échantillons sont positifs 4 I'Oxazépam dans les eaux brutes
superficielles et moins de 10 % dans les eaux brutes souterraimnes.

La caféine est egalement plus fréquemment quantifiee dans les eaux d ongine superficielles
avec plus de 50 % d’echantillons positifs.

Il est nécessaire de remarquer que 33 % des eaux brutes superficielles et 70 % des eaux brutes
souterraines ne renferment aucune molécule quantifiable.

Conclusion

La pollution des eaux par des molécules pharmaceutiques est faible en termes de
concentration mais constante, ce qui lui confére une pseudo-persistance dans le milien
aquatique. Les effets peuvent étre de deux ordres : démontrés sur des espéces animales et
végétales de ce milieu, tout a fait hypothétiques sur 'homme Dans ce cadre, les
concentrations maximales retrouvées dans 'EDCH sont trés largement inférieures aux doses
thérapeutiques : 1l faut, selon la molécule, consommer plusieurs milliers ou mullions de litres
d"EDCH pour ingérer I equuivalent d une dose. Par ailleurs, la toxicologie de ces molécules est
bien connue, ce qui n'est pas le cas de nombreuses auires molécules polluantes présentes dans
ces mémes eaux (ex. biocides). Cependant, on ne peut pas négliger d’éventuels effets a faible
dose chronique de type effet cocktail avec des synergies entre molécules.

Dans ce contexte, 1l est largement souhaitable de s mtéresser a cette question comme 1 ont fait
nos collégues suédois.

© aln editions



Hegel Vel II N® 3 - 2012 - 20

Ainsi, des substitutions sont possibles, comme le montre l'exemple de la prescription
médicamenteuse en Suéde [13]. Dans ce pays, les molécules a usage pharmaceutique ont été
classées en fonction de leur mmpact sur l'environnement avec un indice simple qui prend en
compte leur toxicité, leur persistance et leur possible bioaccumulation par les flores et faunes
hydriques. Dans ce pays, le médecin prend donc en compte ce troisiéme critére, en plus de
l'efficacite therapeutique et du coiit, lors de sa prescription. En quelques années, les résultats
sont la. Lorsqu'il v a substitution possible. la molécule la moins toxique pour l'environnement
a supplanté les autres. L'industrie pharmaceutique travaille donc maintenant sur ce critére
avant toute mise sur le marche.
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D’apres les données exposées précédemment concernant 1’état de la pollution des différentes
masses d’eau par des résidus pharmaceutiques, la capacité d’épuration des STEPs et ’origine
de cette pollution, il semblait nécessaire d’effectuer un suivi de cette pollution jusqu’au
consommateur et donc d’évaluer la contamination de ’EDCH.

Le but de cette analyse était d’identifier les molécules présentes a chaque étape de la
production d’EDCH. Ainsi, cet article traite successivement de [’origine des substances
actives et leurs métabolites dans les eaux, puis de I’occurrence des résidus de médicaments
dans les STEPs et dans les eaux superficielles, pour finir par un état des lieux de la présence
de ces résidus dans I’EDCH.

Les molécules les plus fréquemment retrouvées avant et aprés traitement de potabilisation
sont : la caféine (psycho-stimulant) pour laquelle il est difficile de différencier la part
médicamenteuse de la part issue de Dlactivit¢é des ménages (consommation de caf€),
I’oxazepam (psychotrope de la famille des benzodiazépines), le paracétamol (antalgique), la
carbamazépine (anti-épileptique) et 1’époxycarbamazépine (métabolite de la carbamazépine),
le gadolinium (produit de contraste iod¢), I’acide salicylique (antalgique, anticoagulant),
I’hydroxy-ibuproféne (métabolite de I’ibuprofeéne, anti-inflammatoire) et le naftidrofuryl
(vasodilatateur).

Quelques molécules sont présentes dans les prélévements avant potabilisation mais ne sont
retrouvées qu’en quantités négligeables apres traitement. Il s’agit du losartan (diurétique), de
I’hydrochlorothiazide (diurétique) et du kétoprofene (anti-inflammatoire).

Enfin, I’acide salicylique, s’il n’est retrouvé que dans 1,0% des prélévements d’eaux traitées,
présente les concentrations les plus élevées lorsqu’il est présent (102 ng/L).

1.4. Les dangers et le risque pour la santé humaine

L’exposition humaine aux résidus de médicaments présents dans 1’environnement est quasi-
inévitable. Aucun milieu aquatique (eaux souterraines, eaux de surface, eaux traitées, eau
destinée a la consommation humaine) n’est totalement exempt de contamination par des
principes actifs. Nous avons également identifi¢ les molécules présentes dans les différents
compartiments hydriques de I’environnement et leurs concentrations, en particulier dans les
eaux usées et les caux destinées a la consommation humaine. Ainsi, si certains médicaments
se retrouvent seulement a 1’état de traces (ex.: amoxicilline, atenolol, erythromycine),
d’autres sont capables de rester présents a des taux non négligeables méme aprés traitement
de I’eau en station d’épuration et en station de potabilisation (acide salicylique 102 ng/L,
oxazepam 91 ng/L, paracetamol 71 ng/L).

La mise en lumiere de quelques effets des résidus de médicaments sur la faune aquatique
(ex. : perturbation endocrienne avec effets oetrogénes like chez les poissons d’eau douce li¢e
au rejet d’hormones telles que les oestrogeénes dans les rivieres (Allen, 1999) a encouragé les




recherches concernant D’effet sanitaire des substances actives et de leurs métabolites
environnementaux sur la santé humaine. Toutefois, cette prise de conscience est relativement
récente, ce qui explique la pauvreté de la littérature scientifique a ce sujet.

Les risques sanitaires liés aux résidus de médicaments retrouvés dans les eaux destinées a la
consommation humaine ont été étudiés. Selon le rapport de I’ANSES (2013), les risques liés a
I’ingestion de médicaments via ’EDCH sont considérés comme négligeable. La question des
risques liés au mélange a faibles doses des résidus reste posée.

Nous avons retrouvé une publication permettant d’évaluer ce risque de fagcon argumentée : en
2003, Webb et al. estimaient le danger comme nul pour la majorit¢ des résidus de
médicaments identifiés dans I’eau de boisson allemande suite a la recherche de résidus de
médicaments. Les analyses ont ét¢ réalisées a I’aide de chromatographie liquide couplée a une
spectrométric de masse. Les résidus recherchés ¢étaient des analgésiques, des
antihypertenseurs, des anticancéreux, des hormones ou encore des anti-épileptiques. Une
comparaison avec les doses thérapeutiques a été effectuée afin de déterminer sur une période
de 70 ans le nombre de doses ingérées par un habitant pour chaque molécule. Dans cette
¢tude, la consommation d’eau du robinet a été extrapolée de la manicre suivante : 2L / jour
pour un adulte.

Ces auteurs ont néanmoins mis en exergue cing molécules pour lesquelles les doses absorbées
pendant 70 ans pouvaient dépasser la dose thérapeutique : le clembutérol (anabolisant interdit
en France : 25,5 doses thérapeutiques), le cyclophosphamide (anticancéreux), le salbutamol
(broncho-dilatateur, mais aussi myorelaxant utérin), le 17a-éthinylestradiol (hormone
contraceptive : 2,5 doses thérapeutiques) et la terbutaline (anti-asthmatique : 2,1 doses
thérapeutiques) (Webb, 2003).

Cependant, ces auteurs n’ont pas fait le parallele dans leur étude entre ces affirmations et
d’éventuels effets cliniques observés sur la population générale.

A ce jour, il n'existe aucune limite réglementaire pour les résidus de médicaments dans les
eaux, qu’il s’agisse d’eau potable, des milieux aquatiques ou des rejets de STEPs. 11 est donc
difficile de déterminer pour chaque molécule des valeurs toxiques aigiies ou chroniques. Nous
proposons donc de nous appuyer sur les valeurs thérapeutiques usuelles, telles qu’elles sont
décrites dans les Résumés des Caractéristiques des Produits (RCP) figurant dans les dossiers
d’ Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) des médicaments.

Notre état des lieux des dangers en santé humaine liés aux résidus de médicaments s’intéresse
prioritairement aux résidus de médicaments et leurs métabolites a usage humain retrouvées
dans ’EDCH.

Nos calculs, présentés dans le tableau I-2, sont basés sur le scenario d’une ingestion
quotidienne de 2L d'eau du robinet pour calculer la dose quotidienne administrée. Pour les
doses cumulées vie entiére, nous nous sommes basés sur I’espérance de vie moyenne de 70
ans.



Tableau I-2 Extrapolation des doses cumulées vie entiére en résidus de médicaments retrouvés
apres traitement en station d’épuration (d’apres la campagne d’analyse de I’ANSES)

Dose maximale , Rapport dose
, , Dose cumulée Dose ;
Molécules retrouvée (70 ans) (mg) thérapeutique cumulée/ dose
(ng/L) & peutd thérapeutique
20 a 150 mg/j
Oxazepam 91 4,56 (mini 10mg par 0,228
prise)
Paracétamol 71 3,6 2a3g] (rplnl 0,0018
500mg/prise)
Solution liquide
préparée a
Gadolinium 12 0,6 partir de sels
Difficilement
extrapolable
100 a 300 mg/j
Ketoproféne 36 1,8 (mini 0,018
50mg/prise)
1 a2g/j d’acide .
Métabolit
Acide salicylique 102 5,21 acétyl e; AO e
salicylique
. 200 a 600 mg/j Métabolite
S 4,34
Hydroxibuproféne 85 ,3 dibuproféne NA
i 20 2 .
17 o ethl'nyl 77 3.93 0 .a 39 ng/j 0.19
oestradiol (prise idem)
NA
Tylosine 20 1,02 (médicament NA
vétérinaire)
NA
Danofloxacine 57 2,91 (médicament NA
vétérinaire)
600 a 800 mg/j
Carbamapépine 33 1,7 (mini 0,0028
200mg/prise)

NA : Non Applicable




De maniére générale, aucun résidu de médicaments n’est présent de manieére a ce qu’on
atteigne la dose thérapeutique par ingestion d’eau en une journée. Les résultats de notre
analyse concordent avec les données retrouvées dans 1’¢tude de Webb, notamment pour
I”¢éthinyl-oestradiol.

L’extrapolation ci-dessus obtenue a partir des données de la littérature présente toutefois des
limites.

D’abord, les risques avérés pour la santé humaine liés a cette absorption de faibles doses
pendant la vie entiére restent totalement inconnus. En effet, les données toxicologiques
disponibles sont issues des dossiers d'autorisation de mise sur le marché (AMM) et
correspondent aux doses efficaces et toxiques destinées a évaluer les effets a court ou moyen
terme avec des doses thérapeutiques, et non les effets chroniques avec de petites doses. A
partir de cette méthode, 1’ingestion de résidus de médicaments a partir d’aliments contaminés
soit par arrosage soit par bioaccumulation dans les tissus des animaux consommés n’est pas
prise en compte. D’ailleurs, a la suite du Grenelle de I’environnement et du plan national
sant¢ environnement (PNSE 2 « Recherche de contamination des rejets urbains et des eaux
superficielles par les médicaments »), un plan national de lutte contre la présence de résidus
de médicaments dans les eaux a été ¢élaboré. Les préoccupations au niveau frangais, européen
et mondial sont surtout tournées vers les molécules pouvant avoir des effets biologiques a
faibles doses.

De plus, lI'impact des mélanges de résidus de médicaments, mais également les effets
d’interactions des résidus de médicaments avec d'autres polluants présents dans les eaux, sont
difficiles a estimer car encore trop peu étudiés et appréhendés. Ces effets peuvent par exemple
étre synergiques et augmenter le danger, en particulier chez les personnes sensibles comme les
enfants ou les femmes enceintes.

Enfin, dans son rapport de 2008 intitulé « Médicaments et environnement », 1I’Académie de
Pharmacie identifie un manque de données sur les effets a faible doses des molécules
anticancéreuses. Pour tenter d’avancer dans ce domaine, nous mettrons en ceuvre dans la
troisiéme partie de notre travail une évaluation de ces effets.

1.5. L’ampleur du probléme en France et les réponses des
pouvoirs publics

Bien que les quantités de résidus de médicaments retrouvées soient infimes (de 1’ordre du
nanogramme), leurs conséquences environnementales et sanitaires sont encore mal connues.
Les préoccupations actuelles concernent les possibles impacts chroniques sur les écosystémes
et la présence de ces résidus a faible dose dans les eaux destinées a la consommation humaine,
et par conséquent leur possible impact sur la santé humaine.



Au niveau européen, la directive-cadre sur l'eau (DCE) impose l'identification et la
caractérisation des eaux européennes par bassin et district hydrographiques, ainsi que
l'adoption de « plans de gestion » et de « programmes de mesures » appropriés a chaque
masse d'eau, le premier devant couvrir la période 2010-2015. L'objectif pour 2015 est le « bon
état écologique », preuves a I’appui, des milieux aquatiques et du bassin versant, seul moyen
de garantir une gestion durable et soutenable de 1’eau.

Plus particuliérement, en France, un premier Plan national santé-environnement (PNSE 1) a
été ¢élaboré pour la période 2004-2008 (PNSE, 2004). Il rassemblait 45 actions classées en 8
axes et visait a couvrir le champ des interrelations entre environnement et santé, dont
l'identification et une meilleure prise en compte de 1'ensemble des polluants et des milieux de
vie. L'un de ces axes était la mise en ceuvre de la législation relative a I'eau.

Le deuxiéme plan national environnement santé¢ (PNSE 2, 2009) intégrant les préconisations
du Grenelle de l'environnement et adopté en 2009, propose dans 1'une de ses 12 actions phares
d'améliorer la connaissance et de réduire les risques liés aux rejets de médicaments dans
'environnement, en engageant des travaux en vue de 1'¢laboration d'un plan d'action national
sur les résidus de médicaments (Grenelle de 1’environement, 2007).

En 2011, les ministéres chargés de I’Ecologie et de la Santé ont lancé un premier Plan national
sur les résidus de médicaments dans 1'eau (PNRM) pour évaluer et prioriser le risque éventuel
li¢ a leur présence dans les milieux aquatiques, les conséquences €cosystémiques et sanitaires
et les modes de gestion et de contrdles possibles. Il doit aussi proposer des actions de
réduction de la dispersion médicamenteuse dans 1'eau, tout en développant la recherche sur les
moyens d’élimination et sur les effets de ces molécules (PNRM, 2011).

Suite a ce constat, la question du pré-traitement des effluents hospitaliers avant relargage dans
le réseau domestique semble inévitable. Des pistes sont avancées comme la collecte de I'urine
des patients, mais aussi la filtration avant rejet dans le réseau d’assainissement, la mise en
place d’une station de pré-traitement des rejets afin de diminuer la charge polluante, voire
I’adjonction de traitements spécifiques adaptés au type de pollution.

La politique de développement durable et de réduction de la consommation d’eau pourrait
entrainer une sur-concentration de cette pollution. Des politiques visant a rationaliser I’eau et
a mettre en place des notions de suivi de la qualité de I’eau pourraient voir le jour.

1.6. Synthése de notre revue de la littérature

Il ressort de notre revue de la littérature que des médicaments et autres polluants organiques
sont déversés en grande quantité dans nos eaux usées. Les hopitaux participent a la
contamination médicamenteuse des eaux usées, mais dans une mesure n’excédant pas 15% de
la pollution totale des réseaux, le reste émanant des effluents domestiques. Par contre, ils se
révelent étre une source importante de composés organiques a base de nitrates du fait de



I’utilisation treés fréquente de détergents-désinfectants. Le risque biologique, quant a lui,
semble négligeable.

Les résidus de médicaments les plus fréquemment retrouvés dans les eaux usées sont les
antibiotiques, les hypolipémiants, les analgésiques et anti-inflammatoires, les anti-
dépresseurs, les hormones et les anticancéreux.

Si certaines molécules sont éliminées de facon trés satisfaisante par les stations d’épuration
(anti-dépresseurs et psycho-stimulants, éliminés a plus de 80%), d’autres au contraire
persistent dans les effluents de STEP (diurétiques, B-bloquants, antibiotiques, ¢liminés a 50%
environ ; hypolipémiants et produits de contraste, ¢liminés a 30 environ). Certains
médicaments sont méme retrouvés dans les effluents en concentration supérieure aux
concentrations d’entrée (carbamazépine, phénomene lié a une déconjugaison du métabolite
permettant de régénérer la molécule active). Ces résidus de médicaments persistants sont donc
rejetés dans le milieu récepteur, ou ils sont dilués.

Bien que ’eau captée pour étre transformée en eau destinée a la consommation humaine soit
traitée en station de potabilisation, il arrive que certains résidus de médicaments soient
retrouvés dans I’eau mise a disposition du grand public. Par exemple la caféine (psycho-
stimulant), 1’oxazepam (psychotrope), le paracétamol (antalgique), la carbamazépine (anti-
épileptique) et ses métabolites, voire méme 1’acide salicylique (antalgique, anti-coagulant)
sont retrouvés en quantité non négligeable par certains auteurs apres passage en station de
potabilisation.

Bien entendu, aucune dose thérapeutique ne peut étre atteinte lors de la consommation
quotidienne d’eau. Cependant, la consommation cumulée « vie entiere » peut parfois atteindre
les doses utilisées en clinique, voire les dépasser. Cing molécules (clembutérol,
cyclophosphamide, salbutamol, 17a-ethinyl-oestradiol, terbutaline) pourraient ainsi é&tre
absorbées dans des quantités supérieures a une dose thérapeutique. Néanmoins, 1’impact
clinique sur la santé humaine de cette exposition a des doses infimes en continu n’a jamais pu
étre évalué. Si la comparaison entre les concentrations retrouvées dans 1I’environnement et les
doses thérapeutiques quotidiennes est possible, le risque pour la santé n’est pas avéré.
Dr’ailleurs, la pollution de I’eau par ces molécules chimiques reste une préoccupation des
autorités, et plusieurs plans nationaux de gestion de la qualit¢ de 1’eau font état de cette
problématique et cherchent a améliorer la situation actuelle.

Notre état des connaissances s’est voulu exhaustif, et a été¢ construit a partir des données
disponibles dans la littérature scientifique. Cependant, les informations relatives a la pollution
de I’eau revétent parfois un caractére confidentiel, et aucune base de données accessible au
grand public ou aux chercheurs n’existe dans ce domaine. Ce point sera discuté en partie 4.1
de notre travail.

Finalement, au regard de notre revue de la littérature, nous sommes parvenus a appréhender
les risques sanitaires sur la sant¢é humaine des résidus de médicaments. Toutefois, le nombre
de molécules relevées dans les différents travaux est trés important, et leurs concentrations
sont disparates. Il s’avére impossible de conduire simultanément des travaux de recherche sur
la totalité de ces molécules ; il devient donc nécessaire d’ordonner ces informations, afin de
sélectionner de la fagon la plus pertinente possible les molécules présentant un risque pour la



sant¢ humaine.

C’est pourquoi, partir de ces données issues de notre revue de la littérature, nous avons
construit notre démarche originale de hiérarchisation des molécules a prendre en compte dans
les futures études de santé publique relatives au lien entre la santé humaine et la présence de
résidus de médicaments dans les environnements aquatiques. Cette démarche est présentée
dans la partie 2 de ce mémoire de these.



2. Méthode de hiérarchisation

Les molécules médicamenteuses sont retrouvées dans tous les compartiments aquatiques de
I’environnement et particuliérement dans les eaux de surfaces et/ou dans les eaux
souterraines. Elles peuvent ainsi se retrouver dans les sites de captage de I’eau qui sera
potabilisée pour devenir de ’EDCH. Les stations de potabilisation ne permettant pas de les
¢liminer en totalité, certains résidus de médicaments vont se retrouver dans ’eau potable et
seront bus par les consommateurs. Leur suivi dans 1’environnement aquatique est donc une
priorité afin de connaitre, puis de maitriser I’exposition des personnes.

Malheureusement, le nombre de molécules médicamenteuses et de leurs métabolites présents
dans les eaux usées est trés important. La non connaissance de I’exposition précise a chaque
molécule, ainsi que les possibilités de mélanges quasiment infinies, rendent impossible la
mise en ceuvre d’une démarche « classique » d’évaluation quantitative des risques sanitaires
(EQRS). 1 est toutefois nécessaire de déterminer les molécules dont le suivi est pertinent en
appliquant une autre méthode de hiérarchisation.

2.1. Principes généraux

Généralement, la hiérarchisation se déroule en 4 étapes

1- Cerner la liste des molécules candidates, ¢’est-a-dire la liste des substances devant étre
hiérarchisées.

2- Attribuer a chaque molécule un score de danger et un score d’exposition.

3- Combiner les données disponibles afin d’aboutir @ un score composé final par
molécule.

4- Proposer une liste hiérarchisée de substances en incluant éventuellement des
considérations complémentaires non prises en compte lors des étapes précédentes
(considérations pratiques, financiéres, connaissances déja acquises, méthodes
analytiques, etc.).

2.2. Evaluation de risque et méthodes de hiérarchisation déja
utilisées

Il est actuellement reconnu a 1'échelle mondiale que des résidus de médicaments contaminent
I'environnement. Face a cette pollution émergente, une évaluation de risque s’est révélée
nécessaire dans le but de définir une stratégie d'action sur le moyen terme, pour limiter
I’exposition a ces principes actifs, avant d'étre confronté a des problémes environnementaux
ou de santé avérés. En raison du nombre ¢élevé de molécules présentes sur le marché, plusieurs
organismes et auteurs ont tenté de classer les produits pharmaceutiques selon des critéres



pertinents (occurrence, écotoxicité, etc.) a I'aide de méthodes de hiérarchisation différentes.

- Méthodes de hi¢rarchisation des risques utilisées

La premicere, la Food and Drug Agency (FDA) a proposé en 1998 une méthode dédiée a
I'évaluation de risque pour les médicaments a usage humain. Cette méthodologie a été reprise
en 2006 par 'agence européenne du médicament (EMEA) dans son guide pour I’évaluation du
risque environnemental (EMEA, 2006). Elle se base sur le calcul de quotients de risque pour
lesquels la détermination d’une PEC (concentration prédite dans l'environnement) et d’une
PNEC (concentration prédite sans effet) est nécessaire.

Cette méthode, dont la figure 1 présente un schéma récapitulatif proposé par Besse et Garric
en 2007, comporte trois étapes :

« La premiére consiste a évaluer les expositions par le calcul dune Predicted
Environmental Concentration (PEC) réalisée selon un scénario de pire cas, selon la formule
suivante :

PEC (en pg/L) = [SA(kg/an) * 10’] / [nombre d'habitants * 200 * 10 * 365]

ou SA est la quantité de substance active vendue au cours d'une année sur la région étudiée.
Ce chiffre est en effet souvent plus facile a obtenir que les données de consommation mais
sous-entend que 1'ensemble de la substance active vendue soit consommée ;

ou le nombre d’habitants de la région étudiée constitue 1’effectif rejetant des eaux usées ;

ou 200 correspond a I'estimation du nombre de litres d'eaux usées éliminés par jour et par
habitant ;

et 10 correspond a un facteur de dilution entre les effluents et le milieu naturel.

Lorsque la PEC ne dépasse pas 0,01 ug/L et que rien ne laisse supposer un éventuel impact de
la substance sur l'environnement, celle-ci est considérée comme sans danger et aucune
investigation complémentaire n'est requise.
Pour les autres molécules, la PEC peut étre affinée en prenant en compte la métabolisation
dans I’organisme et 1’élimination en STEP.

» La deuxi¢me étape consiste a évaluer la relation dose-effet en calculant une Predicted
No Effect Concentration (PNEC), dérivée de la No Observed Effect Concentration (NOEC)
utilisée dans les tests écotoxicologiques, a laquelle est appliqué un facteur d'extrapolation
(AF) compris entre 1 et 1 000 en fonction de la qualité des données et des conditions de
réalisation des tests :

PNEC = NOEC / AF

» La derniére étape consiste a caractériser le risque en combinant les données obtenues
aux deux étapes précédentes par le calcul d'un ratio de danger PEC / PNEC.

Lorsque le ratio est inférieur a 1 c'est a dire que la PEC est inférieure a la PNEC, la substance
active ne représente en théorie aucun danger pour 'environnement aquatique.




A l'inverse, lorsque le ratio de danger est supérieur a 1 ou encore que la PEC est supérieure a
la PNEC, la substance est considérée comme a risque pour l'environnement aquatique.
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Figure 2-1. Schéma récapitulatif de la procédure EMEA 2006

Cette méthode a été utilisée dans de nombreux pays au cours des dix derniéres années,
notamment dans l'une des premicres évaluations du risque lié a la présence de médicaments a
usage humain dans I'environnement, conduite au Danemark en 2000 par Stuer-Lauridsen et al.



Dans cette étude, les 25 médicaments les plus consommés au cours de I’année 1997 ont été
évalués et les auteurs ont retrouvé un exces de risque pour I’Ibuproféne, le Paracétamol et
I’Acide acétylsalicylique.

D’autres pays européens se sont également penchés sur la question du risque environnemental
induit par les résidus de médicaments. L’ Allemagne a conduit en 2004 une évaluation des 111
principes actifs les plus consommées (tonnage annuel supérieur a 5 000 kg). Cette étude fut la
premicere a introduire la prise en compte du métabolisme de ces molécules dans le calcul de la
PEC (Huschek, 2004).

En Italie, Zuccato et al. ont mené en 2005 une étude pour mesurer la contamination de
I’environnement aquatique. Les molécules étudiées ont été sélectionnées sur la valeur de la
PEC, qui prenait en compte le pourcentage d’excrétion sous forme inchangée dans les urines.
Les mesures de terrain ont montré que la concentration dans les effluents de STEP pour
I’Ofloxacine, le Furosémide, 1’Aténolol, 1’Hydrochlorothiazide, la Carbamazépine, la
Ranitidine, la Ciprofloxacine, le Sulfaméthoxazole et 1’Ibuprofeéne était de 'ordre de la
centaine de nanogrammes par litre.

Enfin, en France, une évaluation de risque a ét¢ menée en 2006 (Besse, 2008) selon la
méthode EMEA pour 112 molécules méres.

En raison de ce manque de données d’écotoxicité, certains auteurs se sont intéressés aux
méthodes alternatives permettant d’évaluer les effets biologiques des résidus de médicaments
sur les organismes aquatiques, comme les modeles QSAR (Quantitative Structure Activity
Relationship) qui corrélent 1’activité biologique a la structure chimique de la molécule.

Par exemple, I’Agence environnementale du Royaume-Uni a commissionné en 2003 une
¢valuation de risque pour les résidus pharmaceutiques a usage humain dans le but de cibler un
programme de surveillance des STEPs et des rivieres anglaises. La méthodologie utilisée
combinait deux approches différentes : le calcul de ratios de risque selon la méthode de
I’EMEA et I’évaluation des effets en utilisant un modele QSAR dans lequel chaque substance
est définie par trois critéres : la persistance, la bioaccumulation et la toxicité (critéres PBT).
Dans cette étude, onze molécules ont été identifiées comme pouvant présenter un risque : le
Triméthoprime, le Diclofénac, le Sulfaméthoxazole, le Paracétamol, 1I’Acide méfénamique,
I’Ibuproféne, I’Erythromycine, le Dextropropoxyphéne, la Lofépramine, le Tamoxiféne et le
Propanolol (Hilton, 2003).

En dernier lieu, la Suéde a choisi une troisieme approche lorsqu’une évaluation de risque a été
implémentée a 1’échelle nationale. L’objectif était d’apporter des informations concrétes aux
praticiens prescripteurs de médicaments, afin de réduire les taux de résidus de médicaments
dans les sols, I’air et le milieu aquatique. Les composés ont été classés selon deux criteres : le
risque environnemental d’une part, et le danger estimé par les criteres PBT (Persistance,
Bioaccumulation, Toxicité) d’autre part :

+ la persistance a été évaluée a partir de tests de dégradation ;

* le potentiel de bioaccumulation a été appréci¢ au moyen du logarithme du coefficient de

partition octanol / eau (log Kow) ;



« la toxicité a été¢ estimée a l'aide des tests écotoxicologiques réalisés sur trois niveaux
trophiques (I'algue, le mollusque et le poisson).

Les scores de danger PBT et de risque environnemental ont ensuite été agrégés pour obtenir
une classe de risque (« insignificant, low, moderate or high »). Les détails de cette étude sont
disponibles en ligne sur le site de Conseil régional de Stockholm (
www.janusinfo.se/environment).

Les molécules les plus a risque sont : 1’acide acétylsalycilique, le propranolol, I’oestradiol,
I’amoxicilline, 1’acide mycophénolique, la sertaline (« moderate risk »), ou encore 1’éthinyl
oestradiol (seule molécule classée en « high risk »). Toutefois, les risques inhérents a de
nombreuses molécules n’ont pas pu étre évalués.

Les conclusions de tous ces travaux sont similaires, a savoir que par manque de données
¢cotoxicologiques, il n’est possible de calculer une PNEC que pour un nombre restreint de
composés pharmaceutiques. Ainsi, les auteurs s’accordent a dire que les ratios de danger ne
sont pas suffisants a eux seuls pour prioriser les résidus de médicaments. Par conséquent, une
méthode de hiérarchisation combinant le calcul d’'une PEC avec d’autres données disponibles
(littérature, modeles) doit étre mise en place.

- Synthése des différentes méthodologies utilisées

Choix des molécules candidates

Les molécules candidates sont souvent les molécules les plus utilisées par la population
générale ou les industries. En effet, ces molécules sont les plus 8 méme de se retrouver en
grande quantité dans les eaux usées.

Les données de consommation des produits pharmaceutiques peuvent provenir des diverses
agences nationales francaises, des données fournies par les grossistes, mais également les
données de production annuelle.

Pour étre candidate a la priorisation, une molécule doit également avoir déja été détectée et
quantifiée dans I’environnement par d’autres auteurs. Il doit exister une méthode de dosage
pour cette molécule.

Le score d’exposition

Selon les études, ce score est calculé de différentes fagcons. Dans les cas les plus simples, le
score d’exposition correspond a la quantité¢ produite ou consommée. Ainsi, les molécules les
plus consommées obtiennent les scores les plus importants. Certains auteurs, affinent cette
méthode en utilisant par exemple le métabolisme dans le corps humain pour les composés
pharmaceutiques.

Le score le plus utilisé est le score PEC. Sa formule est exposée ci-dessous.

Score PEC (médicament) = dose maximale consommé par un patient traité X pourcentage de
pénétration du marché (1% par défaut) / [volume d’eaux usées produit par un habitant par jour
(200L par défaut) X dilution (10 par défaut)]


http://www.janusinfo.se/environment
www.janusinfo.se/environment

Les limites de ce score d’exposition sont les suivantes :
- peu de données, voire données inexistantes, pour certaines molécules émergentes,
- pas de prise en compte de la transformation dans 1’environnement,
- non utilisation des données physico-chimiques des molécules (adsorption, dégradation
dans les eaux, etc.).

Le score de danger

Les critéres de sélection du score de danger doivent étre choisis avec le plus grand soin. Ils
doivent étre assez discriminants pour ne pas faire entrer dans la liste définitive des polluants
qui n’auraient pas d’intérét. Par ailleurs, ils ne doivent pas étre trop restrictifs sous peine de
risquer de ne pas suivre des polluants d’intérét.

Les scores de danger utilisés dans la majorité des études que nous avons retrouvées sont ceux
émanant des études d’écotoxicologie (PNEC), mais certains auteurs caractérisent le danger
d’un point de vue toxicologique en comparant les concentrations retrouvées dans
I’environnement a d’autres dimensions :

- utilisation des doses produisant un effet pharmacologique donné (dose définie
journali¢re par exemple) ;

- utilisation de doses maximales tolérées, dérivées a partir d’autres contextes, comme
par exemple la fixation des seuils de résidus de médicaments dans les denrées
animales (Webb, 2003 ; Carman 2005) ;

- utilisation de seuils de préoccupation toxicologique, qui peuvent étre communs a
toutes les substances chimiques possédant des propriétés données, composés
pharmaceutiques ou non. Ces seuils peuvent également correspondre par défaut aux
seuils critiques de 0,1 pg/L et 0,01 pg/L.

La méthode QSAR ¢évalue le danger de manicre plus théorique, au regard des groupements
chimiques qui entrent dans la composition des molécules étudiées, et de leurs effets connus
sur I’environnement.

Enfin, la méthodologie PBT propose un score de danger basé sur trois caractéristiques des
molécules : leur bioaccumulation, leur persistance et leur toxicité dans I’environnement. Une
syntheése de I'intérét de cette méthode a été réalisée et est présentée dans I’article suivant : T.
Deblonde, P. Hartemann. Environmental impact of medical prescriptions: assessing the risks
and hazards of persistence, bioaccumulation and toxicity of pharmaceuticals. Public Health,
2013, article in press.
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in their presorihing. Limmited mformation is avedlahle on both the fate and & otodcty of
pharmaceuticals and biocides in the aquatic environment. The primary concem: neganding
the enwironmental impact of pharmacenticals seemnsto be dmg clesses such s antihiotios,
oestogens, oybostatic agents, contrast agents and disinfectants. Performing a full eco-
logical risk assessment of pha e ceuticals and biocides is diffimit hecause of a lack of data
ON EXpASITE SoEmaTios, target aquatic species and doss —nesponse nelationships:

= 3113 Published by Hsevier Ltd on behalf of The Royal Society for Public Health

Introduction

ant Reptics and dismfectants are elimdmated directly in the
enmviron ment via wastewater or as refuse and subject to min

The elimimation and disposal of many pharmaceuticals with
animal toadcity, and their metabolites with unknown tosdaty,
ricks contamination of the aquatis emdironment After drsg
the aguatic environment Wia wastevwater (eg. 80% of catho-
platin i excreted in thoes ﬁ}u:]. During hospitalization ar at
home during patient mcovery, some products such as

numoff. Umesed medications and hiocides may be dispoead of
indmins. Developed countries hmoe attempled to organize the
callection of solid and Equid waste from hospitals, clinies and
hospices to greathy reduce the improper elimination of medi-
cal waste. However, healthcare workers preseribing medica-
Hors should be aware of the mplications of the disposal of
such medications for the snvironment.

* Commpanding suthor. Service d’Etudes ot de Recherche en Envinonmement et Santé, Faculbé de Méde cine, 9 avenue de la forét de Haype,
4500 Vandoewrne Jes Nancy, France. Tel: 33 3 836834 80; faoc <333 23 68 3489,

E-mail address phily

anmiSmme decine nhp-nancy fr {£. Hartem

003339064 — see front matter @ 2013 Puhlished by Elssvier Ltd on behalf of The Royal Sodety for Public Health.
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Pharmacewtic al compoturnds presant in wastewatsr can be
binlogically degraded in wastewater treatment plants
[AWTEs), and appear in s rface water or plcked wp by sludgs
Shudge can be used 2 fertilizer in agriculture, so substancss
can move into the soil and mach groundwater, Degradation in
complex matrices such a= 2ol is unknown Amalyses of
pharmaceuticals ame recent, and data on thelr emvironmental
fate, behaviowr and ecological effects are nesded wrgently.

Pharmacewtic als and biocides that enter wastewater may
enter the aguatic emvironment if they ame not bodegraded or
elimirated during sswage treatment. This sitsation hes led to
increaged concems and study of B=ue such as tosicity 1o
environmen tal species disturbance of micmbial ecology, and
mention the sventual presence of drug residues in drinking
witer, Current wastewiber frea tment processes ane design ed
to reduce kvl of dissohred oganic carbon, and sometimes
nitrates and phosphates, bt not residues of phamaceuticals
and active ingredients of personal and homecare products.
According to Migge o al ? WNTPs can only remove 10% of
carbamazepne, an anticomnileant and mood stabilizer, but
B5% of triclksan, an antibacterial and antifungal agent

The improved performances of amalytical toals has lad o
better deseription of the presence of such compounds in
witewater, the nffvents and sMuents of WW TPz, and the
aquatic envirmnment According to Kim et al,” the mean
concentmtion of iopramide (a contrast agent] was 26830 ng/lin
WINTP efflvents and 134 ngl in surface water in South Korea
n 2005 I addiion, concentrations of pharmaceuticak fall
thempeutic clagoss) were approodmately 5000 ng/l in WWTP
efffuents, 800 ngl in surface water and <100 ng!l in drinking
water in 2007, The rigk atsociated with these con centrations is
mot known for human s and is questiorable for other species

Thus, with incressi ng ooncem for sustai nable development,
healtheare pactiioners must consider preteribing practices
thatars not harmbul to theeminrenmen = Primum non nocens’ |
Two ways toachieve progrestin this arés are official inoentives
and regulations, and individial ssitizaton to more “eco-
oompmtile’ preceriptions. Becently, the Ewmopes n Commiscion
and the Puropean Padianment hove produced impoartant -
Intinges sisch as REACH" and the “BOCIDES' dire ctive” that will
lead to a bam on ervinonmentally toxie molecules The same
direction & now forecast for pharmacesticals, with the inclu-
sion of stidiss of the amdmnmental impact of a dreg before
market sutharzation appication to the Puropean Medicne
Evahution Agency (BMEA)® These regulations should lead to
less harmful pharmacewticals and hiocidesin the emvimnment;
howerer, the sansitizatisn of most practition e to the o i
=Hllin it infanoy

The Swedish example

In 208, Stockhalm County Councl initated an emviron-
men'tal hnzand assesement of phamacsurticals to ensure that
county council operators did not add emvimnmentaly
hazandoee remaing of medical products to the natural sur-
mindings. The aim wat for levels of the most enwviron-
mentally hazandous medicing] products in WNTP efffuents
and surface water to be lower in X011 than n 20067

Depite mimerows problems linked to rizk ascesement an
envimnmentsl hazands stsescment was initisted During
W05, the cassification was extended to inchade an environ-
mental ek swescment by the Sweadish Association of the
Pharmacsutical Industry ¥ In 2006, all dats cbiained (Le. amd-
monmental hazard stcetsment, persistencs, Boaocumaulation
and toadcity] were published at httpo/fwarw fass 2o/LTF /home!
index jep This clascification has been expanded, and ghves
a complete list of all pharmaceuticale marketed in Swedenin
2010. This compilation was possille because of excellent
cooperation betwesn the pharmacsutical industry, Apoteket
AR (the matioral corpomation of Suwedish pharmacies), the
Swedish Medicine Products Agency, Stockhdm County
Couns and the Association of Local Authorities and Regions?
The e of thi System iz stll recommended,

In thissimple, pragmatic classification , envimonmen tal risk
refers to acute towxic rigk to the aquatic snvimnment. The rigk
i based on the mtio betwesn the predicted smimnmental
concentration (PEC) of the substanc=s and the highsst con-
centation of the subktance that does not have a harmfil =f-
fect in the envimoment [PHNEC) A PECPNEC ratio <01 &
corsidend irsigni heant rigk; 01—1, lbw rigk; 1-10, modemts
rigk; and =10, high risk

Data have been added for all drug groups, incheding pay-
cholytics, anti-=pileptics, ant-Parkirson drogs and peyrcho-
analytice. Mot pharmaceuticals are considersd to have
insigmificant acute toatie rik for the emdronment, bt thisrisk
coild not be eochi ded for some clases such 8 an Goeoplasic
agents and drsgs for the nenvoes system. Only ot mdiol and
ethinyl cesiradiol have high envimomental rick

In the system, the smvironmeéntal bazard of a subhstanes &

» persistence — ahility to msist degmdation in the aquatic
emvimoment;

# Hoaccumulation — accumulation in adipote Hztue of
aquatic organisms; and

# tosdcity — potential to poison aguatic srganisms.

Each of these chamcteristics s assigned a numerical value
0—3). The total of these vahies constitmbes the persistencs,
bloac cumidation and tortelty fuder PET indes) for the sibe
stance, which mnges from 2em to nine, The higher the PRT
indet of a plarmacestical, the greater the haxard to the
envimmnment Fharmaceuticals with a PET index of 9 are an-
tifungal foetonasale, miconaole, terbinn fire), an - nfec e
tnsm] tnmosd fen, megestml) and drsgs for the nervoss system
{propafsl, bremacriptim, clozapine, ctalopram, sbe ).

Twho substances may hawe the same envimonmental risk
values bt differsnt PET indexes, or the same PET index but
differsnt spvironmental rigk assesement vahses. The aim for
the preseriber or pharmackt & to choose the substance with
the lowest risk and PET indsx among those with equal ther-
apeutic effieincy.

Acconding to preliminary data on the svaution o drug
corsumption, theadhern ce of practitionsrs to the system i
pood, which allows for pinpointing major changes in the use
of some substances, with a full changs in pattern betwesn the
more toxie now less used) and the less tocc (now mostly

j puube. 201201 026
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used)” Demonstrating an swhition of concentmtions in
water bodies & not yet possible, bt no doubt this national
it e il ] Jessedl tr 2 evohution in envinonmmen tal cutoomess.

Meed for risk assessment of potentially toxic
molecules

fesessment of riEk to humans & a weefiul analytical process
providing vahmble contribrtions to dsk management, public
health and environmental policy decisions. ™ Rtk asostement
dieveloped following demand by politicians, reguls tors and the
public that researchers think beyond scientific obeervations or
relatiorehips betwesn sxpoture to chemicals and pollutants
o their = fscts on umars, the sovironment or test sygtems
Rizk asceconm 2 soentists must mely on scientific infennoes
and assumptions to evaluate and estimate risk. The market
mstharization application of a pharmacestical addreeex bath
the thempeutical effect and abstence of toxic effects on
humans This, the tosicity of a pharmaceitical many be well
Jmown, but not it envimonmental impact

In comparigzon with human health rigk assescment, soo-
lbgical risk assesement is poorly understood. The previoushy
described Swedish example wsed very simple toals to deseribe
the emdironmental jssue of toxicity. A significant amount of
m=earch is needed to validate and improwe the risk e
fects faquatic and termetrial toxicology], and to better
understand the behaviour of toxic chemicals in the e nvind-
ment fchemistry, fate and modelling). Therefom, risk mtece.
ment of phamaceu ticals in the envimoment is in its infancy,
with only a few chemicals addressed However, sophticated
or tentative risk assescments cannot substinste for basic
Imowledge of a chemical's ecotmicity.

Ecological risk assessment of pharmacewticals i difeult
becmise no extensive datshase exists for compamtive bio-
chemistry and physicogy of most non-mammalian organ-
Ems of ecotoicalogic al cancesm . Predicting scosystem affects
from emdmnmental rexidies menns considering Wotic and
abiotic procettes as well as transport and tramformation of

The necestary steps for risk stgessment of a moléecule have
been described intematicnally as follows %"

» description of the molecule in the envimnment fconoen-
tration, arations, fate, ste

» actimation of exposure acomding to different evenbual
seemariee ingestion, inhalation, contact);

» knowledpe of dote—effect and dose—response functions for

the target species; and
« caleulation of rizks according to differemt scenarios of

exXposure,

Thies, different questions must be addresced durng the
deelopment of a concephml modsl for ecologieanl dsk

e e nl.

# What ecological entities are affacted?
# What iz the nature of the affects)?
» What iz the intensity of the effect]<)®

& Az appropriate, what s the tSme scale for recovery?

& What cavsal information links the strecsor with any
oboerved affects?

= How dochanges in measures of effects miate to changes in
ascecement e ndpoints?

» What iz the uncertrinty stociated with the ana hy<?

Mecessary data for ecological risk assessment of
ticals

Mozt data available for ecological rigk ssesssment of phar-
macsuticale relate to the cocurrencs of phamaceuticals in
varime= aquatic settings, but few data are availhble on the fae
of thesze compounds, particulardy in aguatic scosystems
sediments and bota

Some information exists on acute lethal toodcity, deter-
mired by t=sting algae, invertebmbes and fish in labomatony
stisdies, Thets peeys It ten o to chioiw that acutes effects are mo<t
often detectsd at drig concentmtions »1 mgl higher than
mﬁmmlmmmmﬁn“

Limited information axist= on sublethal toxic effects, but
sorme well-=Stahlshed da ta i ndicate that these affects, such as
the modification of reproduction or growth mtes can ooourat
much lower concentmtions. Some pharmaceuticals, such as
oestrogenic hormon e, can betoic at low ¢ onc entrations {ngfd)
in severa ] organicms such as fish | amphibians or malheees 9 in
France, cartbamazepine, dickfenac and ibupmdén ame fre-
gueeitly imlated in surface water at concentmations 10 ngl,
the threshald above which an emdmnmental fsk acoscement
is regurired for human and vet erfdnary pharmacssticals.

The data used for exposure sttesement may come from
labomatory or feldstudies, or many be produced as owtput from
a mode] Field surveys may be more mepressntative of both
exposunes and effects, but conditions are not controdled in
these surveys Field data variability and uncertainty may be
higher than those of estimates generated from labomtory
stidies or theomtica] madels.

Several indices are vsed to evahiate toodc e facts:

» biomarkers;

» taaic ity biodees v,

» mesacorm Shsdies for multiple species bioeseays); and

o field studies [population measurements, index of biotic

The toscicity of new chemicals may be evahuated by strsc-
ture—activity relationships™ or, with more advanced apph-
cations, by quantitative struchme—activity relatiorehips 15

The determination and chamcerization of "expours’ iz
based on measiums of the pollutant (stressor) and its metab-
alites in the envimnment, as wellas the scent and pattern of
omtact o co-socurrence with the meceptor. The primary
ahjective of exposire assessment is to characterize the
smuros, type, magnitude and dumtion of contact with in-
dividuals and popuilations via pathways (for emviron mentally-
tansported procssses) and mates  (for biologically-

trarsported processes) Sscondary stesssrs can be formed
by biotic or abiotic tmmsformation proceste and may be
mre or less toxic than the primary stressor. Therefone,

and hazards of pe
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concentmtions of metsholites or degmdation products, a=
wall 2= the chamical iteal f, musst be me s red.

“Exposure’ is estimated from the total potential dose, the
amoun't availnble to an organiem from: all sxposiure pathways
fe.g ingestion, inlalaton, absorption). Uptaks’ is the amount
of the streccor interma ized into an organiem, andis a functisn
of the strestor (eg. chemical struchore and polarization
states) the smvironment [eg. sorptive propertie), the bio-
logical membmne (g integrity, permesbiity], and the
intringic chamcteristics of the targeted organism feg age,
vulnembility, active uptake].™ Uptake vades on a case-
specific basis by the ntemctions among these four factors,
Biomarkers and oo reciduescan provide vmhible evidence
thiat ecpesiers has socurmd and help o estimate internal dose.

Thiues, the corceptiza]l meodsl of seposieme mu stincude bath
exposune scemarios and exposure pathways. The principal
products of the conce ptual model include the bllowing

o o et of sk hypothesss that describe predicted relation-
chips betwesn stresorfs], exposurs and ascessment end-
paint [target) response, and the rationale for ther selection;
and

# a diagram that Qhetrates the rdatorships n the rigk

hypothieses

Of course, any type of dzk asseement will imrohve kigh
variahility, given the types of data available and the uncer-
tainty etedated with asss<ment techmigues for pharma-
ceuticals in the environment and in organisms.

Another important aspect of risk astetsment & which sres-
sor—pespondge melationship & needed The strescor—rpomnse
relationehip wed depends on the scope and nature of the ik
actesement 2t defined in the formulntion of the problem The
chaice of stretsot—r=sponse relatiorehip i mporta it because it
s widiely usedas a point estimmte of an effect by the following

» median effects: expressed in rms of median lethality
concentration, LC_, (in the diet or in waber) ar LD, (mg'kg),
or in'terms of median effect concentmation for growth [ECsq
ar EDgy); amsdl

» no effect expresoed in termms of highest concentration for
which effects are not statistically different from those of
controls  fno  observed adverse effect concentration
HOAED) ] or lowest concen'tmations at which effects were
sigrificantly differsnt from the contra [lowest oheened
effect concentration [LOABRC)). The mnge between NOAEC
and LOARC & sometimes called the *mmtdmum acceptable
tosdeant concentration”.

The determination of the NOAEC is mead on the ‘woarst-
case’ seenario; that is, conditions minimizing inte mctions, or
in'teer ferm nee s, and mascdimizing expocure of target species. For
a more reaktic moetsment, these warst-case Soena rios may
beadapted by focussing on cme-spec ific data.

5till a lot of missing information

Academic intem=<t in pharmaceutical recidues in wastewater
has resulted inalarge mumber of publicat iore. ? Howewver, the

metabolites or byproducts of degmdation o treatment are
mrelystudisd Data are needed on the natu e and quantitie
of these byproducts, which could als hawe toxicaogical
malecule. Hentifying transformation products formed dur-
ing bistic and abioti processes & challenging Some
molecules am present in minute gquantities, below the
level of quantification of awilable analytical technigues,
and transformation mechanims are complex and often
un ki own.

Nanotech nology holds enormous promise fior the future of
medicine and health care The desigm, production and appl-
cation of molecules at the §.1- to 100-nm scale has rmached the
healthcare sector with promising application for drug
dilrery, improving both the salubility and bisavailability of
poar by water-soluble drsgs and their relense and peristence.
Mamy of thess technologies work on the premise that when
the size of a dnsg is redwced, the surface ares is significantly
increated which enhanoes the schebility of the drsg. In the
envimnment, this increases in sohsbility may be harmful for
some aquatic organisms Mano-sized whiclks havwe been
developed for hoesing' and delivering drigs, sxamples are
liposomesand polymer-based systems, Howevwer, informat ion
on the fate of thess whicles in the environment and their
ecotoaic effects & lacking Thus, sk assecement of these
mano-sized drugs k& oil] not possihle.

Rizk assessment of an tdotics and disinfectants i< diffioult
bait these moleciles may have serdiois consedguences. Vir-
tually no information i available on the degradation of anti-
biotics and disinfectants in wastewater and their potential
impact on the dewlopment of recistant micro-organisms.
Some information & available regarding the poscible tans-
fer of plasmidic recistancs between bacteria during biokgical
treatment procetses bt data on the infleence of Selethne
pressurs with the recidies are searos.

The diseovery in 19498 that triclosan, the most widely used
diginfectant in the world, has an intéespedfic action in bac-
terial celle as an inhibitor of NADH o NADPH-dependent
enoyl-acyl carmier protein reductase"” lad to a lhvely debate
that thit mede of action may induce msstance and coss-
resiztance. = Many publications have demonstrat ed in -t
inducihle cross-msistance to antibiotics and bacterial
triclemn-induced moictant phenotypes, although not e-
denced in bacteria isolated from industrial souces. The Eu-
mpean Commistion recenthr concluded that “The continued
e of Triclosan asa preservative at the current conoen tation
Emit vahie of 0.5 inall coemetic products i< not safe for the
consumer because of the magnitiude of the aggregate expo-
sure 7 Thize on cern i also true for other di sinfectants ey
ueed in food production and health care, and dispoed of in
the aguatic amiranment.

Mo scientifc evidence iz available reganding the poesi-
especially in WWTE. For sxample, entemcocd show multi-
ple esistance bto vanocomydcin, lndlnﬂnnﬂyl:u:i.dﬁhm
been found unexpactedhy in a2 non-hospital environment. "
Bfiux mediation of antimicrobial resistance is the most
commanly cted mechanism expliiming antimicrobial meist-
pressums &
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Which classes of pharmareuticals are most
detrimental o the environment?

Among the most-used plhamaceuticals and biocides, some
clastem seem to be of greater danger to the emironment,
despite the lack of a full ecaogical risk stteccment

Anthiotics are found in wastewater According to Zuccate
et al ! concentrations of tylosin weme 1617 ng/l in water
u=ed for consumption, and concentmtions of erythromycin,
hlcin, ceftrinzone, cd=andompctin and spimmycin wem
07—17 4 ngl in fver water in 2000, Boasays of sulphadi-
methoxine and aoybetracycine revealed tosdc effects in
e tebrates

Destoperes and cestrogen-like agents contaminate all
waters, and thedr tosde ity and en docrin e disr ptor e fects have
been confirmed; they may affect growth, reproduction and
development of species in water. ™

Cybosta tie agents are mainly found in hospita] wastewater,
and their e increstes aach year by 1006 WWTPz can alimi-
mate some cytostatic agent<, but the removal mieis not equal
betwesn malecules (ag. 25% for cpclophosphamide and 75%
for methotrexate). ™ The effects of such subtherapeutic dowes
af these substances on emvimnmental Species ame unknown.

Contrast agents am= naemdhypuﬁmu-fmrndjmphy
and mary be detected in surface and potable waters B
rates of these compounds by WWTEs are low [about 8% with
Hinlogical treatment and a maximum of 50% with activated
carbon). These substances havwe no genotocc of neurchotc
effects, but knowledge & lacking regoding subchronic and
chronic effects in animaie?®

Hocides such a2 chlorine, chlarinated compounds, metals
and tricletan are often detected in surface water Chlorins
diinfectant byproducts such as chlommines and haloforms
may have devastating effects on some ajuatic species by
diire et toadicity or accumulation in body fat Triclhesm iz a per-
sistent and non-degradable hocide ™ and & tosic to aquatic
arganiems. ™ Chemical reactions with trhickean may form
dinsdne, which are bis-accumulable and tosdc to the emvi-
mament™ Trhcksmn & ake an endocrine disruptor far
arnphibin s

The Swedich system used by medical doctors i a good first
approach o mise awarensss of the hazardous potential of
pharmaceutic al molecules, However, this mode] i< mainly far
ecotnadcological criteria. A sanitary risk assssement with
asanitary approach i necestary for quantification on human
h=alth.

Conclesions

Pharmaceutical and bocdes that enter wastewater may
enter the aguatic environment if they are not biodegmded o
eliminated in WA TPs. Numemnus publications have reported
such compounds in waslewater, the aquatic envimnment
and, in some case, drinldng water. T, healthcare workers
need to consider the pollution of the aguatic environment
kinked to medical prescriptions. Hospitak only appear to
account for 15—20% of this pollution,’” 5o the mie of gereral
practifionérs & important

Limited information & available regrding the fate and
eootoidcity of thess compminds in the recehring water bodies.
Aeeicing the rigk of pharmaceutical is diffcult, nd the
EMEA and the Furnpean Commisson recogniz e this challenge
Az such, registation of non-envimnmen talhy-harmful drogs
= a long way off.

f= such, penem] pmotitioners who wish to be envion-
mentally confciows in their presaibing mn' look to the
Swredih cmsification syEtem for  pescrbing  non-
emtiron mentally-hazardots drsge. This simple claccifieation
syEtem cowers both the emironmental rik of 2 dreg and it
environmental hazard, according to the pesistence bio-
aocumilation and toodcit y of active substa noes.

Howrever, the Swedich claccifica tion sy<tem only considers
thee letha] effect of a pharmaceutical | The aim i to develop the
sytem o that it ako ocorsiders other effects, such as the
pharmac adogical effects of the metabolites and residuss az
well &= caminogenic, mutsgenic and repmductve effects
fesesement of metabolites it of greatl interest Despite its
Imitations, this simple classification system i an invahiable
tonl for healthcare workers, and oould be considersd for
implementation by other countries and the Puropean Com-
mizion and European Pariament
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Le but de cet article est d’analyser 1I’impact des prescriptions médicales sur 1’environnement.
Nous nous sommes appuyés sur la méthode PBT (Persistance, Bioaccumulation, Toxicité)
initiée par les Suédois. Ceux-ci ont construit un systeme de classification simple basé sur la
persistance, la bioaccumulation et la toxicité des substances actives. Leur méthode consistait a
scorer I’'impact €cotoxicologique des médicaments et a mettre ces données a disposition des
praticiens prescripteurs. A effet égal, les praticiens étaient incités a prescrire celle ayant le
moins d’impact écotoxicologique.

Notre étude expose les avantages et limites de la méthode PBT, en mettant notamment en
avant les difficultés liées au manque de données ou a la difficulté d’y accéder. De plus, cette
méthode reste pour I’instant limitée au domaine écotoxicologique ; I’impact sanitaire humain
n’est pas pris en compte dans la construction du score.

Il est a noter que les trois méthodologies de hiérarchisation des substances actives retrouvées
dans la littérature ne concernent que le risque environnemental. Aucune n’analyse le risque
sur la santé humaine.

2.3. Elaboration d’une méthode de hiérarchisation

L’objectif de la deuxieéme partie de notre travail est de construire une méthodologie
permettant de hiérarchiser des molécules candidates selon le risque sanitaire qu’elles
présentent. Evidemment, nous avons choisi de nous appuyer sur une méthodologie déja
existante.

A notre connaissance, il existe peu d’évaluation du risque sanitaire li¢ aux résidus de
médicaments dans 1’environnement a ce jour. Nous avons donc étudié successivement les
méthodes utilisées dans la littérature concernant le risque environnemental, et en avons tiré les
enseignements suivants :

- la méthode EMEA est relativement simple a mettre en ceuvre lorsque les données sont
disponibles. Malheureusement, seul un faible nombre de molécules a été étudié par les
auteurs ;

- la méthode QSAR n’est pas adaptée a I’étude de I’impact sanitaire de molécules
thérapeutiques sur la santé humaine, puisque les différents groupements chimiques
composant les médicaments ne sont pas rattachés a un risque toxique mais a un effet
curatif ou préventif sur la santé¢ humaine ;

- la méthode PBT semble prometteuse, mais est pour l’instant construite afin de
déterminer I’impact écotoxicologique des substances actives. Il semble néanmoins
possible de la rattacher a des données de toxicologie humaine.

Ainsi, nous proposons dans ce travail une méthode de hiérarchisation originale, basée sur la
méthode PBT et permettant d’évaluer les risques cliniques.



2.3.1. Liste de molécules candidates

Pour établir la liste des molécules candidates a notre méthode de hiérarchisation, nous
sommes partis des données de consommation d’un centre hospitalier (CH) de 300 lits qui
nous a transmis la liste de l'ensemble des médicaments (par nom commercial et par service)
consommés sur la période de janvier a octobre 2011. Cet établissement, situé en Lorraine,
comporte des services de Médecine, Chirurgie, Obstétrique et Réanimation.

Dans un premier temps, les consommations de chaque service ont été additionnées pour
obtenir la consommation globale du centre hospitalier. Puis nous avons recherché la
composition (substance(s) active(s) et quantité¢) de chaque spécialité grace au résumé des
caractéristiques de chaque produit (RCP) afin d’obtenir la consommation en milligrammes
(mg) de chaque substance active.

Nous avons choisi d'inclure uniquement les substances actives synthétiques. Les excipients et
les molécules naturelles (homéothérapie, phytothérapie, immunothérapie, oligo- et vitamino-
thérapie) ont ainsi été exclues de notre liste de molécules candidates.

2.3.2. Matériels et méthodes pour la hiérarchisation

2.3.2.1. Indicateurs recueillis

Selon les conventions de Genéve et de Stockholm, une substance est identifiée comme
indésirable si elle présente a la fois les quatre propriétés suivantes :

« Toxicité : aigué ou chronique, pour ’'Homme ou pour I’environnement ;
 Bioaccumulation : accumulation du polluant dans les tissus des organismes vivants soit
par exposition directe au milieu pollué, soit par ingestion de nourriture contaminée ;
* Persistance : longévité de la molécule rejetée dans I’environnement due a sa résistance
aux processus de dégradation physico-chimiques ou biologiques ;
+ Potentiel de transport a longue distance : capacité de ces substances a étre transportées
loin de leurs sources d’émission via 1’air ou I’eau.
La Commission européenne n’utilise que les trois premicres propriétés pour définir les
substances « PBT », persistantes, bioaccumulables et toxiques.

Pour chaque molécule, nous avons donc recueilli des indicateurs permettant évaluer ces trois
criteres, lorsqu’ils étaient disponibles :

a. Persistance

La persistance représente la capacité d’une substance a rester dans un milieu pendant de
longues périodes.

La persistance dans D’environnement ne peut étre évaluée qu’indirectement par une
représentation du comportement de la substance dans 1’environnement.



L’agence américaine de protection de I’environnement (US EPA) a développé un modele
multimédia qui simule le devenir des substances chimiques dans I’environnement a partir de
leurs propriétés physico-chimiques ; ce programme s’appelle EPI (Estimation Programs
Interface) Suite™.
Ce modéle fournit pour la plupart des molécules deux indicateurs permettant d’apprécier la
persistance :

* le temps de persistance (TP),

* la demi-vie dans I’eau, c'est-a-dire le temps mis par une substance pour diminuer

de moitié sa valeur initiale.

b. Bioaccumulation

Pour évaluer le potentiel de bioaccumulation des différentes substances actives, nous avons

recueilli 3 indicateurs différents :
* le coefficient de partage octanol /eau (Kow) qui mesure, dans des conditions de
température et de pression données, la solubilité¢ différentielle des composés chimiques
entre deux solvants, I’octanol et I’eau, et qui permet ainsi d'appréhender le caractére
hydrophile ou hydrophobe d'une molécule. Plus cette constante est élevée, plus la
substance est lipophile et a tendance a s'accumuler dans les membranes biologiques des
organismes vivants. Les valeurs de Kow varient sur une échelle couvrant plusieurs ordres
de grandeur et sont souvent exprimées sous la forme de leur logarithme de base 10 (log
Kow) ;
* la solubilité d'un composé qui est la concentration maximale que 1'on peut dissoudre
dans un solvant (le plus souvent I'eau) a une température donnée. Plus une molécule est
affine pour I’eau, plus elle est soluble et moins elle a tendance a s’accumuler dans les
membranes biologiques ;
* le facteur de bioconcentration (BCF) qui désigne le rapport entre la concentration
d'une substance a l'intérieur d'un organisme vivant et sa concentration dans le milieu. Il
permet d’évaluer la capacité d’une substance a se concentrer dans les étres vivants : plus le
BCF est ¢élevé, moins la substance a tendance a se bioconcentrer (un BCF supérieur a 500
indique qu’une substance a une forte tendance a s’accumuler dans 1’organisme).

c. Toxicite

Deux indicateurs ont été recueillis pour évaluer la toxicité des médicaments sur les humains :
la dose 1étale médiane et la concentration prédite sans effet.

o La dose létale médiane (DL50) mesure la dose de substance causant la mort, dans des
conditions expérimentales précises, de 50 % des animaux d'un lot, le plus souvent des souris
ou des rats. Elle s'exprime en milli-, micro ou nano-gramme de substance active par
kilogramme d'animal. Plus la valeur de DL50 est petite, plus la substance est toxique.

o La PNEC (Predicted No-Effect Concentration) ou concentration prédite sans effet est
définie comme la concentration d’une substance chimique au-dessous de laquelle il ne devrait
pas y avoir d’effets nocifs sur les organismes des écosystémes considérés (Annexe I du



réglement REACH). Cette concentration est obtenue a partir des données d'écotoxicité aigué
(concentration efficace médiane (EC50), concentration modélisée pour laquelle I’observation
des effets sur 50 % d'une population est attendue) et chronique (concentration sans effet
observé (NOEC), plus forte concentration testée pour laquelle les effets observés ne sont pas
significativement différents du témoin).

Lorsque plusieurs niveaux trophiques (poissons, daphnies ou algues) sont testés, la PNEC
correspond a la concentration la plus basse retrouvée a laquelle est appliqué un facteur
d'extrapolation (AF).

Le « Technical Guidance Document » (TGD, 2003), document d’orientation technique pour
I’évaluation de risque propose d’appliquer un facteur d'extrapolation de 1 a 1000 en fonction
de la qualité des données (Tableau II-1) :

Tableau II-1. Facteurs d’incertitude pour le calcul de la PNEC

Données disponibles Facteur d'extrapolation

3 données de toxicité aigu€¢ (EC50) (poissons,

. 1
daphnies et algues) 000

3 données de toxicité aigu€ + 1 donnée de toxicité 100
chronique (NOEC) (poissons ou daphnies)

3 données de toxicité aigué + 2 données de
toxicité chronique (NOEC) (poissons et/ou 50
daphnies et/ou algues)

3 données de toxicité aigué + 3 données de
toxicité chronique (NOEC) (poissons et daphnies 10
et algues)

Données de terrains ou modeles ou SSD (Species

Sensitivity Distribution method) (au cas par cas)

Seule, la PNEC est difficilement interprétable. Nous préférerons utiliser le quotient de
danger (QD), rapport de la PEC (Predicted Environmental Concentration) sur la PNEC pour
la substance considérée.

Une PEC, concentration prédite dans l'environnement, a donc été calculée pour chaque
substance active selon la formule suivante :

PEC = (Q * Fexcrétée * (1-Rstep)) / K* D

ou:
* Q (en mg) est la quantité consommée de chaque substance active par le CH lorrain entre
janvier et octobre 2011 ;

* F excrétée (en %) est la fraction excrétée sous forme inchangée dans les urines. Cette
donnée a été recherchée pour chaque substance active a partir des RCP ou fiches
médicamenteuses du Vidal ou, en cas de donnée manquante, dans les bases de données




disponibles en ligne (Toxnet) ou dans la littérature. Lorsque la fraction trouvée était un
intervalle, nous avons choisi de prendre la valeur moyenne ;

* R step (en %) correspond au rendement d'élimination moyen d'une station d'épuration
classique pour la substance active considérée. Cette donnée a été recueillie pour chaque
principe actif sur la base de données en ligne Chemspider qui rassemble les prédictions du
modele développé par I'US EPA ;

« K est un facteur de pondération prenant en compte la quantité d'eaux usées rejetée
chaque jour et par patient sur la période de janvier a octobre 2011. Comme un lit
consomme environ 1 000 L d'eau par jour, comme le CH comprend 305 lits et comme la
période pour laquelle nous disposons de données de consommation compte 304 jours, ce
facteur est estimé 4 9,272*10.

e D est un facteur de dilution entre les effluents et le milicu naturel, un facteur 10 est
utilisé par défaut

Ainsi nous I’avons fait remarquer lors de notre analyse des méthodes de hiérarchisation du
risque environnemental, la PNEC n’est disponible que pour un faible nombre de
médicaments.

2.3.2.2 Construction des scores

Pour chacun des indicateurs recueillis, nous avons construit un score pour permettre la
hiérarchisation de notre liste de molécules candidates. Ces scores sont basés sur des échelles
existantes ou élaborées pour notre méthode.

a. Echelles utilisées pour la persistance

i. Temps de persistance

Pour établir notre score de persistance basé sur le temps de persistance estimé par le modele
de I’'US EPA, nous avons utilis¢ la classification proposée par Zuccato (2000) (Tableau II-2) :

Tableau I1-2. Score de persistance bas¢ sur le temps de persistance

Temps de persistance Indice de persistance

Moins de 1 jour 1

De 1 a 19 jours
De 20 a 100 jours
De 101 a 364 jours
Plus de 365 jours

DN =W

ii. Demi-vie dans 1'eau

Le modele de I’US EPA prédit 6 valeurs différentes pour la demi-vie dans ’eau, ce qui nous a




permis d’établir un score en 6 classes (Tableau 11-3) :

Tableau II-3. Score de persistance bas¢ sur la demi-vie

Demi-vie dans I’eau Indice de persistance
55,9 heures 1
208 heures 2
360 heures 3
900 heures 4
1440 heures 5
4320 heures 6

b. Echelles utilisées pour le potentiel de bioaccumulation

i. Log Kow

La législation européenne définit une substance comme bioaccumulable lorsque celle-ci a un
log Kow égal ou supérieur a 3. Pour le systtme général harmonisé (SGH), systéme
international d'étiquetage des mati¢res dangereuses, la limite est a 4. Nous avons donc choisi
de développer un score prenant en compte ces deux valeurs seuil (Tableau 11-4) :

Tableau I1-4. Score de bioaccumulation basé sur le log Kow

Log Kow Indice de bioaccumulation
Inférieur a 3 0
Entre 3 et 4 1
Supérieur ou égal a 4 3

ii. Solubilité
Pour le score de bioaccumulation basé sur la solubilit¢ dans I'eau, nous avons repris 1'échelle
proposée en 2008 par 1'Afssaps (Tableau I1-5) :

Tableau II-5. Score de bioaccumulation basé sur la solubilité

Solubilité en mg par litre

Indice de solubilité

Supérieur a 100

1 = Hautement soluble

Entre 10 et 100 inclus

2 = Modérément soluble

Entre 1 et 10 exclus

3 = Légerement soluble

Entre 0,1 exclus et 1 exclus

4 = Faiblement soluble

Inférieur ou égal a 0,1

5 = Trés faiblement soluble




iii. Facteur de bioconcentration (BCF)

Comme pour le log Kow, il existe une différence entre la valeur seuil choisie par la 1égislation
européenne et celle utilisée pour la classification SGH. L’UE définit une substance comme
bioaccumulable lorsque celle-ci a un BCF inférieur ou égal a 100, pour le systeme
international de classification il faut que le BCF soit inférieur a 500. Nous avons donc pris en
compte ces deux seuils pour construire notre score de bioaccumulation basé sur le BCF
(Tableau II-6) :

Tableau I1-6. Score de bioaccumulation basé sur le BCF

BCF Indice de
Supérieur a 500 3
Entre 100 exclus et 500 1
Inférieur ou égal a 100 0

c. Echelles utilisées pour la toxicité

i.  Dose létale médiane (DL50)

Les toxicologues Hodge et Sterner ont développé une échelle de toxicité selon la valeur de la
DL50 orale chez le rat ou la souris, échelle que nous avons reprise pour établir notre score de
toxicité basé sur la DL50 (Tableau II-7) :

Tableau I1-7. Score de toxicité basé sur la DL50
DL50 orale en mg/kg Indice de toxicité

1 = Relativement

Supérieur ou égal a 15 000 inoffensif

Entre 5 000 et 15 000 exclus | 2 = Presque pas toxique

Entre 500 et 5 000 exclus 3 = Légerement toxique

Entre 50 et 500 exclus 4 = Modérément toxique
Entre 1 et50 exclus 5 = Hautement toxique
Inférieur a 1 6 = Extrémement toxique

ii. Quotien de danger (QD)

Le rapport PEC/PNEC ou quotient de danger (QD) de la molécule représente le risque estimé
pour l'environnement. Quatre groupes ont été définis par 'EMEA :
* lorsque le QD est inférieur ou égal a 0,1, l'utilisation du médicament est considérée
comme présentant un risque insignifiant pour l'environnement ;
« entre 0,1 et 1, le risque est faible ;
 entre 1 et 10, il est modéré ;
« et lorsque le QD est supérieur a 10, l'utilisation du médicament présente un risque élevé
pour l'environnement.




Tableau II-8. Score de toxicité basé sur le QD

Notre score de toxicité basé sur le QD reprend ces 4 classes et est présenté dans le tableau II-

QD

Risque

Inférieur ou égal a 0,1

0 = Risque insignifiant

Entre 0,1 exclus et 1

1 = Risque faible

Entre 1 exclus et 10

2 = Risque modéré

Supérieur a 10

3 = Risque élevé

Afin de traiter chaque variable de maniére €gale, les scores de chaque variable seront
pondérés pour étre ramenés a une valeur maximale de 6 points. Les critéres seront donc cotés
selon le tableau suivant :

Tableau I1-9. Pondération de chaque variable

Cotation initiale Facteur. de Cotation finale
correction
Temps de persistance 5 x1,2 6
Demi-vie dans I’eau 6 aucun 6
Log Kow 3 X2 6
Solubilité 5 x1,2 6
BCF 3 x2 6
DL50 6 aucun 6
Quotient de danger 3 x2 6

2.3.2.3 Combinaison des scores

Pour pouvoir hiérarchiser nos molécules en prenant en compte les trois critéres PBT, nous
avons combiné les différents scores développés ci-dessus. Les douze combinaisons possibles
sont présentées dans le tableau II-10.




Tableau 1I-10. Combinaison des scores

Indicateur de Indicateur de Indicateur de
persistance bioaccumulation toxicité
Combinaison TGH?PS de Log Kow DL50
A persistance
. T
Combinaison GH?PS de Solubilité DL50
B persistance
Combinaison Ten?ps de BCF DL50
C persistance
Combinai T d
omopinaison enjlps © Log KOW QD
D persistance
Combinaison GH?PS de Solubilité QD
E persistance
. T
Combinaison emps de BCF QD
F persistance
Combinai ..
om (1;1a1son Demi-vie dans I’eau Log Kow DL50
Combinai - ili
om galson Demi-vie dans 1’eau Solubilité DL50
Combinai -
om 1Inalson Demi-vie dans 1’eau BCF DL50
Combinai -
- 1Jnallson Demi-vie dans I’eau Log Kow Qb
Combinai o ili
om I1<na1son Demi-vie dans I’eau Solubilité QD
Combinalson Demi-vie dans I’eau BCF QD

Chaque molécule a ét¢ hiérarchisée selon chaque combinaison. Selon les molécules, les
combinaisons comportant des données indisponibles n’ont pas été testées.

2.3.2.4 Hiérarchisation

Ainsi, nous avons pu hiérarchiser notre liste de molécules candidates avec chacune des
combinaisons détaillées ci-dessus.
Un code couleur a été appliqué aux trois niveaux supérieurs de chaque combinaison. Ce code
couleur a été attribué de la maniere suivante pour chaque combinaison :

- un maximum de 18 point est attribué a chaque combinaison ;

- la (ou les) molécule(s) présentant le nombre de points le plus élevé (que ce score




atteigne ou non 18 points) se voit attribuer la couleur rouge ;

- la (ou les) molécule(s) présentant un nombre de points inférieurs au score le plus élevé
se voit attribuer une couleur orange ;

- la (ou les) molécule(s) suivantes se voient attribuer une couleur jaune ;

- les molécules restantes ne sont pas colorées et sont considérées comme ne présentant
pas de risque sanitaire.

Les molécules représentées au moins une fois par la couleur rouge (c'est-a-dire appartenant au
niveau supérieur pour au moins une combinaison) constituent notre liste de molécules
prioritaires.

Nous avons pour terminer analysé la combinaison la plus représentative de notre liste
hiérarchisée, c’est-a-dire la combinaison permettant d’identifier le plus grand nombre des
molécules prioritaires en un seul calcul.

La figure 2-2 est un schéma récapitulatif de notre méthode de hiérarchisation.
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Figure 2-2. Schéma récapitulatif de notre méthode de hiérarchisation
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2.3.3 Résultats

2.3.3.1 Molécules candidates

La pharmacie du centre hospitalier a distribué¢ 1307 spécialités entre janvier et octobre 2011.
Aprés conversion en substances actives et exclusion des excipients sans effet notoire sur la
sant¢ et des molécules naturelles, 606 substances composent notre liste de molécules

candidates.

La répartition par classe thérapeutique selon le systeme de classification Anatomique,
Thérapeutique et Chimique (ATC) figure dans le tableau II-11. La catégorie « Non classés »

correspond aux substances appartenant a plusieurs catégories.

Tableau II-11. Répartition par classe thérapeutique des molécules candidates a la

hiérarchisation

Classe thérapeutique Nom’bre de
molécules

A. Systéme digestif et métabolisme 46

B. Sang et organes hématopoiétiques 19

C. Systéme cardio-vasculaire 66

D. Dermatologie 13

G. Systeme génito-urinaire et hormones sexuelles 15

H. Préparations systémiques hormonales a l'exception des hormones 14

sexuelles et des insulines

J. Anti-infectieux (usage systémique) 70

L. Antinéoplasiques et agents immunomodulants 58

M. Systeme musculo-squelettique 27

N. Systéme nerveux 116

P. Produits antiparasitaires, insecticides et répellants 14

R. Systéme respiratoire 24

S. Organes sensoriels 14

V. Divers 24

NC. Non classés 86




Les vingt molécules les plus consommées sont représentées avec leur consommation en
kilogramme sur la figure 2-3.
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Figure 2-3. Molécules les plus consommées (en kg) par le CH entre janvier et octobre 2011
(les substances, excipients y compris sont présentées en abscisse)

2.3.3.2 Scores de persistance

Les deux indicateurs de persistance estimés par le modéle de 1'US EPA ont pu étre collectés
pour 448 substances (74 % des molécules de notre liste).

Le score utilisant la demi-vie comme indicateur de persistance retrouve 52 molécules dans sa
classe supérieure, parmi lesquelles figurent les sept molécules ressortant dans la classe
supérieure du score basé sur le temps de persistance. La figure 2-4 présente la répartition des
molécules candidates entre les différentes classes de ces 2 scores.

Temps de persistance Demi-vie dans 1'eau
(n=448 ; 74 %) (n=448 ; 74 %)

1

12

® Moinsde 1
jour
EBDelal
jours @559
ODe20a10 314 208 heur
JoHs ® 360 heures
O 1364
.DE 101 a 36 2900 heures
jours
B Plus de 365 ® 1440 heures
jours W 4320 heures

Figure 2-4 Répartition des scores de persistance en fonction de la variable testée (temps de
persistance ou demi-vie dans I’eau)
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2.3.3.3 Scores de bioaccumulation

Le score bas¢ sur le BCF, recueilli pour 448 molécules est le score de bioaccumulation qui fait
ressortir le plus de substances dans sa classe supérieure.

Les deux autres scores semblent donner des résultats similaires, comme le montre la figure 2-
5 qui résume la répartition des molécules candidates dans les différentes classes des trois
scores de bioaccumulation. En effet, les trois premiéres classes du score de solubilité se
superposent a la premiére classe du score basé sur le log Kow, tandis que la quatriéme classe
du score de solubilité recoupe la deuxiéme classe du log Kow. Parmi les 95 molécules ayant
un log Kow supérieur ou égal a 4, les 20 molécules ayant une solubilité inférieure ou égale a
0,1 mg/L, ainsi que 22 des 30 molécules ayant une solubilité comprise entre 0,1 et 1 mg/L
sont retrouvées.

Log Kow Solubilité dans 1'eau a 25°C BCF
(n=562 ;93 %) (n=448 ; 74 %) (n=448 ; 74 %)
20

a

Binférieura 3

— B Supérieura 100 O Supérieura 500
®Entre 3 et 4 BEntre 10 et 100 B Entre 100 et 500
OEutre 1 ¢t 10 -

B Supére igal & 4 o ioal i
R e ®Entre(,1 et ] B Inférieur ou égal 4 100
mInférieurou ézal 4 0.1

Figure 2-5 Répartition des scores de bioaccumulation en fonction de la variable testée (log
KoW, solubilité dans I’eau, BCF)

2.3.3.4 Scores de toxicité

Sur les 606 molécules candidates, seules 155 PNEC ont été recueillies permettant de calculer
un QD pour 129 molécules, soit 21,3% seulement de nos molécules candidates. D'apres le
score basé sur cet indicateur, I'utilisation de cinq molécules semble résulter en un risque élevé
pour l'environnement.

Le score de toxicité basé sur la DL50 a pu, quant a lui, étre calculé pour 463 molécules soit
77 % de notre liste. Trois molécules appartiennent a la classe de toxicité la plus élevée.



La répartition par classe pour nos deux scores de toxicité est résumée sur la figure 2-6.

DL50 QD
(n=463 ; 77 %) (n=128 ; 21 %)
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Figure 2-6 Répartition du score de toxicité pour les deux variables testées (quotient de danger
QD et dose létale 50 DL50)

2.3.3.5 Hiérarchisation

Les scores des molécules candidates ont été calculés avec chaque combinaison possible
(combinaison requiérant uniquement des données disponibles). Selon la combinaison utilisée
(A a L), le nombre de molécules hiérarchisées est variable : les combinaisons utilisant la
PNEC, et plus précisément le QD, comme indicateur de toxicité n'ont pu étre appliquées qu'a
103 molécules candidates (17 %), alors que les autres combinaisons ont permis de
hiérarchiser plus de 60 % des substances composant notre liste. Seules 372 molécules ont pu
étre hiérarchisée lors de la disponibilité des données (combinaisons B, C, H et I).

Les trois premiers niveaux de points obtenus avec chaque combinaison ont été considérés
comme pouvant présenter un risque pour la santé humaine.

Prenons l'exemple de la combinaison A (temps de persistance, log de Kow et DL50). Cette
combinaison comprend le temps de persistance, le log Kow et la DL50 ; le total de points
pouvant étre attribué a une substance est de 18. L'Oxymétazoline (décongestionnant
appartenant a la classe « Systéme respiratoire » du code ATC) obtient le score maximal de
16,8. Elle constitue le premier niveau de hiérarchisation avec la combinaison A. Cinq
molécules se sont ensuite vues attribuer un score entre 15,6 et 16 points : elles appartiennent
au deuxiéme niveau de hiérarchisation de la combinaison A. Le troisiéme niveau comprend
quant a lui 2 molécules ayant obtenu 15 points.
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Les résultats pour 1'ensemble des combinaisons figurent dans le tableau I1-12.

Tableau [I-12. Résultats de la hiérarchisation

Nombre de

.. ) Maxi- Meilleur : Nombre de
Combinai- | molécules . Niveaux )
., Indicateurs mum score molécules
son hiérar- ) considérés .
., points obtenu par niveau
chisées
1
TP 1 61 ?,58 6(rouge) .
A 371 Log Kow 18 16,8 /0 (orange)
DL50 15 (jaune) 2
<15 363
2
B 372 Solubilité 18 16 /0 (orange)
DL50 15-14,8 (jaune) 6
< 14,8 363
P 105 e | 8
C 372 BCF 18 16 ,© (orange)
DL50 13,8 (jaune) 5
<13,8 356
P 121 41"186(r0uge) ;
D 103 Log Kow 18 14,8 -1 1,0 (orange)
oD 10,8 (jaune) 39
<10,8 55
TP 1142,8 (rouge) é
E 103 Solubilité 18 14,8 (orange)
QD 10,8 (jaune) 12
<10,8 84
1 1
TP 1 25 (rouge) ;
F 103 BCF 18 15 (orange)
QD 10,8 (jaune) 19
<10,8 76
1 1
Vi vie 167 (rouge) ;
G 371 Log Kow 18 17 (orange)
DL50 15 (jaune) 22
<15 339
Vs vie 16 (rouge) 3
2
15-14,6 8
H 372 Solubilité 18 16 5-14,6 (orange)
DL50 13 (jaune) 18
<13 343
1
- B |3
I 372 BCF 18 16 (orange)
DL50 14 (jaune) 5
<14 353
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1 Vi 15 (rouge) 1
o 13 (orange) 1
J 103 Log Kow 18 15 | g
QD 12 Gaune) 18
<12 83
14 vie 15 (rouge) 1
2
12,2-12 1
K 103 Solubilité 18 15 ,2-12 (orange) 0
QD 11,2 (jaune) 1
<11,2 91
12 11
5 vie o (rouge) s
L 103 BCF 18 12 (O_range)
QD 10 (jaune) 6
<10 68

En mutualisant les premiers niveaux de chaque combinaison, nous avons obtenu une liste de

12 molécules prioritaires qui sont regroupées par classe thérapeutique dans le tableau II-13.

Tableau II - 13. Liste de molécules prioritaires

L.
A. Systéme . . . Antinéoplasiques
dige};ti fet C. Systeme cardio- D. J. Anti-infectieux ot ag entsq
lai D logi émi .
métabolisme vasculaire ermatologie | (usage systémique) mMmUn-
modulants
Lopéramide Econazole Estramustine
P
\ P. Produits

M. Systeme . : \

musculo- N. Systeme antiparasitaires, R. Systéme S. Organes
squelettique nerveux insecticides et respiratoire sensoriels

répellants
Buprénorphine
Clomipramine
Ebastine
Lévomépromazine Perméthrine
q Oxymétazoline
Pimozide
Sertraline

+ Miconazole (classable en A, D, G, J ou S selon la pathologie traitée)

La Perméthrine (insecticide présent dans les traitements anti-poux) et le Lopéramide (anti-

diarrhéique) ressortent sur un des trois niveaux de hiérarchisation avec respectivement 10 et

12 combinaisons.
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2.3.3.6 Identification de la combinaison la plus représentative

Le tableau II-14 présente les résultats de la hiérarchisation pour les molécules que nous avons
identifiées comme prioritaires, avec nos 12 combinaisons. Il doit nous permettre d’identifier
la combinaison la plus représentative, c’est-a-dire la combinaison permettant d’identifier le
plus grand nombre de substances prioritaires parmi nos 12 molécules prioritaires.

Tableau 11-14. Résultats du classement par ordre de priorit¢ de la hiérarchisation pour le
centre hospitalier

substance active A |B |[C |D |E |F |G |H |l |J K |L
buprénorphine

clomipramine

ébastine

éconazole

estramustine

lévomépromazine

lopéramide :-

miconazole

oxyétazoline

perméthrine

pimozide

sertraline

La combinaison A, associant TP, Log Kow et DL50, fait ressortir 11 molécules parmi les 12
molécules prioritaires identifiées. Mais seules 4 appartiennent au premier niveau de
hiérarchisation (rouge). Par ailleurs, elle identifie 7 autres molécules appartenant aux 3
niveaux de hiérarchisation pris en compte.

La combinaison C, associant TP, BCF et DL50, fait ressortir 11 molécules parmi les 12
molécules prioritaires identifiées. Mais seules 3 appartiennent au premier niveau de
hiérarchisation (rouge). Par ailleurs, elle identifie 6 autres molécules appartenant aux 3
niveaux de hiérarchisation pris en compte.

La combinaison G, associant demi-vie, Log Kow et DL50, permet de faire ressortir la totalité
des 12 molécules prioritaires. Cependant, une seule est identifiée comme appartenant au
premier niveau de hiérarchisation (rouge). De plus, elle identifie de nombreuses autres
molécules appartenant aux 3 niveaux de hiérarchisation pris en compte, et ne nous permettrait
donc pas de hiérarchiser nos molécules candidates de manicre pertinente.

Enfin, la combinaison I, associant demi-vie, BCF et DL50, fait ressortir 10 substances sur les
12 de notre liste de molécules prioritaires. Parmi ces 10 molécules, 5 appartiennent au premier
niveau de hiérarchisation (rouge).



Les combinaisons A, C et I ont un fort potentiel de discrimination par rapport aux autres
combinaisons possibles.

Les combinaisons C et I ne différe que par le critére de persistance (temps de persistance ou
demi-vie). La différence entre la combinaison A et la combinaison C, se situe au niveau de le
bioaccumulation : pour la combinaison A, le Log Kow a été pris en compte, alors que le
facteur de bioconcentration est utilis¢ dans la combinaison C.

En ce qui concerne le facteur de toxicité, le choix se porte clairement sur la DL50 a cause du
manque de donnée permettant la construction du quotient de danger (QD).

Notre choix de combinaison se portera sur la combinaison I (demi-vie ; BCF ; DL50) car les
données de demi-vie sont plus facilement accessibles et modélisables que les données de
« temps de persistance ».

Un article reprenant I’ensemble du travail concernant I’¢laboration de la méthode de
hiérarchisation ainsi que son application au centre hospitalier lorrain a été soumis dans la
revue Water Research.

Ce dernier reprend I’ensemble du travail de hiérarchisation effectué¢ sur les données de
I’établissement de 300 lits. Il s’agit d’exposer une comparaison entre deux méthodes de
priorisation construites a I’aide des mémes critéres de cotation, ’'une avec une cotation
homogene (chaque variable a le méme poids), 1’autre avec une cotation pondérée.
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Abstract

Background: In industrialized countries, pharmaceuticals rejected by urine are poorly
eliminated by conventional methods of water treatment and accumulate in substantial amounts
in the environment. Faced with this emerging pollution, some risk assessment should be
conducted in order to define a strategy to limit the impact of these substances on ecosystems.
Due to the large number of human drugs available in the pharmaceutical market, a prior
classification of molecules is necessary.

The aim of our study was to assess which indicators are the most relevant and accessible to
take into account in methods of prioritizing to estimate the risk of pharmaceuticals in surface

water.


mailto:marion.dreyer8@etu.univ-lorraine.fr#_blank

Methods: We assessed different models using indicators of persistence (half-life in water and
persistence time), of bioaccumulation (Log Kow, bioconcentration factor (BCF) and solubility
in water) and toxicity (median lethal dose (LD50) and predicted no effect concentration

(PNECQ)) to rank a list of candidate molecules.

Results: More than 300 molecules were ranked. In terms of completeness, Log Kow for
bioaccumulation and LD50 for toxicity were the most accessible indicators. In terms of
relevance, half-life in water for persistence, BCF for bioaccumulation and PNEC for toxicity

were the best indicators.

Conclusion: The model combining half-life in water for persistence, bioconcentration factor

for bioaccumulation and median lethal dose for toxicity was the best model used in our

method to estimate the risk of pharmaceuticals in surface water.

Keywords:

pharmaceutical residue; surface water; prioritization method;
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A Introduction

Between 50 and 90 % of an administered dose of many pharmaceuticals ingested by human
are excreted unchanged in the urine [Montague (1998)]. In the absence of separate collection
system, these residues joined the waste-water network. Not designed to remove specific and
complex organic pollutants, conventional waste-water treatment plants have various average
removal efficiencies from one class of drugs to another (from 0 % for anti-epileptics, to 50 %
for antibiotics and almost 100 % for antidepressants and psycho-stimulants) [Deblonde and
al. (2012)]. Pharmaceutical’s residues which are not degraded are discharged directly in the
environment.

During the last years, recent advances in analytical methods allowed a better knowledge of the
aquatic compartment. Studies highlighted a global contamination (surface water, groundwater,
sea water, etc.) by pharmaceutical compounds with concentrations between few nanograms
and several milligrams per liter [Mullot (2009)].

Futhermore, scientists recognized that these pharmaceutical residues are toxic to ecosystems
living in these aquatic environments. Indeed, sub-lethal effects, especially on reproductive,
behavioural or developmental functions, have been observed during prolonged exposures to
low concentrations in many aquatic species (fish, invertebrates and algae) [Report of the
French national pharmacy academy (2008)]. Numerous hypotheses about the eventual impact
of these residues on human health are often developed in the media, especially dealing with

the "cocktail effect".

Is this context, assessment of risks associated with this emerging pollution is necessary to
develop a strategy for action before being confronted with proven environmental problems

and eventual human health consequences.
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However conventional approaches do not allow simultaneously assessing several molecules.
In addition, few data on dose response relationships are available for pharmaceuticals,
especially for low concentrations found in the environment. Thus most of the actual studies
were performed in the objective of environmental risk assessment: this will be also the scope
of this work.

In alternative, methods of prioritizing aim to classify the hundreds of active substances
available on the market to target future risk assessments. Thus, the Food and Drug
Administration (FDA) has developed in 1998 a method for prioritizing, recovery in 2005 by
the European Medicines Agency (EMEA), taking place in two phases [FDA (1998); EMEA
(2006)].The first one is the assessment of exposure by calculating a Predicted Environmental

Concentration (PEC) in surface water with a worst case scenario. This value is then compared

-1 -1
to a maximum value in the medium (i.e. 0.1 pg.L for FDA and 0.01 pg.L for EMEA).

Compounds for which the calculated PEC is lower than the threshold and which have no
proven environmental concern are considered as not presenting significant risk to the
environment. For other compounds, a second phase is to assess the risk by calculating a
hazard ratio (HR), ratio of the PEC on a Predicted No Effect Concentration (PNEC) on
aquatic organisms. When the ratio is greater than 1, the compound is considered to present a

risk to the environment.

Due to a lack of ecotoxicological data, especially chronic one, for pharmaceutical compounds,
this method allows to calculate a PNEC only for a small number of molecules [Stuer-
Lauridsen and al. (2000); Jones and al. (2002); Liange and al. (2002); Carlsson and al.
(2006); Crane and al. (2006); Fent and al., (2006); Besse and al. (2008)]. In addition, the PEC
calculation which takes into account consumption, metabolism and elimination in sewage

treatment plants, depends on the consumption patterns of the study area, genetic differences
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between individuals and the processes used to water treatment. The results are therefore
difficult to generalize from one country to another and even from one region to another,

especially as the guide values differ between the two agencies.

Other methods for prioritizing substances have thus emerged in recent years to measure the

environmental impact of pharmaceutical compounds. Sweden has introduced in 2003 a

system of classification of pharmaceutical substances whose aim is to increase the demand for

drugs with a low environmental impact [Stockholms County Council (2012)]. Each molecule
is represented by a hazard class and a risk class. Risk is expressed with EMEA guidelines (HR
= PEC/PNEC). Hazard is expressed in terms of the pharmaceutical's persistence (P), potential

to bioaccumulation (B), and eco-toxicity (T).

According to the Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD)’s test

guidelines:

2. Biodegradibility is assessed based on criteria for ready biodegradation (test 301) or
another equivalent test of biodegradability;

3. Potential bioaccumulation is assessed on the partition coefficient n-octanol/water
(reported as Kow in the Globally Harmonised System of Classification and Labelling of
Chemicals (GHS) and as Pow in the European Union (EU) legislation), in which
substances with log Kow (or log Pow) > 3 are judged to be potentially bioaccumulating
(OECD test 107 or 117);

4. Toxicity for aquatic organisms is assessed based on the results of toxicity tests including
three trophic levels: fish, Daphnia and algae (OECD test guidelines 203, 202 and 201 or
equivalent). Data for the most sensitive organisms are used in the assessment.

However, today there is an ongoing debate in the scientific community on the indicators that

should be used to estimate these “PBT criteria” [Renner and al. (2002); Linkov and al.
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(2005)].
In this context, the aim of our study was to assess which indicators are the most relevant and
accessible to take into account in methods of prioritizing to estimate the environmental risk of

pharmaceuticals in surface water.

A Material and method

To achieve our goal, we ranked candidate molecules with multiple models using different
indicators to assess the PBT criteria.

Candidate substances: Our preliminary database contains all the synthetic active substances
(excluding naturally occurring molecules and excipients) consumed in a French regional
hospital center between January and October 2011.

Collect of indicators: Data on these compounds were obtained by searching in online
chemical databases, relevant scientific literature and drug manufacturer information. For each
pharmaceutical, available information on their physicochemical properties, especially
persistence, bioaccumulation and toxicity properties (PBT criteria), were compiled. For
persistence, we collected two indicators from a multimedia model (EPI [Estimation Programs
Interface] Suite™) developed by the United States Environmental Protection Agency (US
EPA) that simulates the fate of chemicals in the environment from their physiochemical
properties: the persistence time (PT) and the half-life in water [US EPA (2012)]. To assess the
bioaccumulation potential of the different active substances, we collected three indicators: the
logarithm of the octanol-water partition coefficient (Log Kow), the solubility in water at 25°C
and the bioconcentration factor (BCF). For toxicity, we collected two indicators: the median
lethal dose (LD50) and the Predicted No Effect Concentration (PNEC).

Rankings:

- Raw scores



Initially, for ranking our candidate drugs, we constructed, for each indicator, a score based on

scales from literature.

- Weighted scores

In a second step, to attribute the same weight to all the indicators, we applied a correction

factor to the different scores.

Raw and weighted scores are presented with their source in Table I.

Table I. Raw and weighted scores for the rankings of molecules [sources used for scales]

PERSISTANCE INDICATORS

Inferior to 1

Persistence Time [Zuccato(2000)] Half-life in water [US EPA (2012)]
R | W R | W
Less than one day 1 1.2 |55,9 Hours 1 1
Between 1 and 19 days 2 | 2.4 208 Hours 2 2
Between 20 and 100 days 3 | 3.6 {360 Hours 3 3
Between 101 and 364 days 4 | 4.8 1900 Hours 4 4
More than 365 days 5 6 |1 440 Hours 5 5
4 320 Hours 6 6
BIOACCUMULATION INDICATORS
Log Kow* Solubility mg per liter [AFSSA, BCF*
2008]
R |W R | W R |W
Inferior to 3 0 | 0 |Superior to 100 1 |1.2|Inferior or equal to 100 00
Between 3 and 4 1 | 2 [Between 10 and 100 2 |2.4|Between 100 and 500 1|2
Superior or equal to 4 3 | 6 [Between 1 and 10 3 |3.6|Superior to 500 316
Between 0.1 and 1 4 | 4.
8
Inferior or equal to 0. 516
TOXICITY INDICATORS
LD50 mg/kg [Hodge and Sterner] PNEC mg
R | W R | W
Superior or equal to 15 000 1 1 |Superior or equal to 100 1 | 1.2
Between 5 000 and 15 000 2 2 [Between 10 and 100 2 124
Between 500 and 5 000 3 3 [Between 1 and 10 3 3.6
Between 50 and 500 4 4 Between 0.1 and 1 4 |48
Between 1 and 50 5 5 [|Inferior to 0.1 5 6
6 6

R = raw; W = weighted; AFSSA = Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments (French agency for the

food security)

*For BCF and Log Kow, we developed scores which are taking into account the difference in threshold between

the EU law and the Globally Harmonised System of Classification and Labelling of Chemicals (GHS).

To rank our molecules taking into account the three PBT criteria, we combined the different

scores developed above in both sets (raw and weighted). Twelve different combinations for

each set of scores were used to do 12 rankings of the pharmaceuticals. The twelve

combinations or models are presented in Table II.




Table I1. Models used to rank our candidate molecules

Persistence Bioaccumulation Toxicity

Indicators Indicators Indicators
Model A Persistence Time Log Kow LD50
Model B Persistence Time Solubility LD50
Model C Persistence Time BCF LD50
Model D Persistence Time Log Kow PNEC
Model E Persistence Time Solubility PNEC
Model F Persistence Time BCF PNEC
Model G Half-life in water Log Kow LD50
Model H Half-life in water Solubility LD50
Model I Half-life in water BCF LD50
Model J Half-life in water Log Kow PNEC
Model K Half-life in water Solubility PNEC
Model L Half-life in water BCF PNEC

For each set of scores (raw and weighted), we developed a list of priority molecules by
considering all molecules that obtained the highest score with each model.

A comparison between the two lists was made and for each list, we analysed the model which
is the most representative, allowing us to appreciate what indicators are most relevant and
accessible to take into account how to assess exposure and biological effects of
pharmaceuticals on aquatic organisms.

A Results

From January to October 2011, 1307 specialities were distributed by the pharmacy of the
hospital center. After conversion in active substances and exclusion of excipients and natural
molecules, 605 molecules were composing our list of candidate substances for prioritization.

Table III shows the rates obtained for each indicator collected.

Table I11. Rate collection of indicators

Number of | Percentage
Indicators molecules (%)
(n=605)

Persistence time 448 74
Half-life in water 448 74
Log Kow 562 93
Solubility 448 74
BCF 448 74
LD50 463 77
PNEC 155 26




Taking into account one indicator for each PBT criteria, we constructed, for each set of scores
(raw and weighted), 12 models (A to L) to rank our list of candidate molecules (Table II).
Depending on the indicator used, the number of molecules prioritized was variable: models
using the PNEC can be applied only to 103 molecules (17 %) while other combinations could

rank more than 60 % of substances in our list.

For each set (raw and weighted) and for each model (A to L), we considered molecules with

the highest score. The table IV presents the results of the prioritization for each model.

Table IV. Results of the rankings

Raw scores Weighted scores
Number Number
Number of i i
Model Indicators prioritized Total | Best |molecule] Total | Best |moleculg
molecules (%) points | score | swith | points | score | s with
best best
score score
PT
A Log Kow 371 (61) 14 13 1 18 16.8 1
LD50
PT
B Solubility 372 (61) 16 14 3 18 16 2
LD50
PT
C BCF 372 (61) 14 12 3 18 16 3
LD50
PT
D Log Kow 103 (17) 13 12 4 18 16.8 4
PNEC
PT
E Solubility 103 (17) 15 14 2 18 16.8 2
PNEC
PT
F BCF 103 (17) 13 12 3 18 16.8 3
PNEC
Half-life
G Log Kow 371 (61) 15 14 1 18 17 1
LD50
Half-life
H Solubility 372 (61) 17 15 3 18 16 3
LD50
Half-life
I BCF 372 (61) 15 13 5 18 16 5
LD50
Half-life
J Log Kow 103 (17) 14 13 4 18 17 2
PNEC




Half-life
K Solubility 103 (17) 16 15 1 18 17 1
PNEC
Half-life
L BCF 103 (17) 14 13 2 18 17 1
PNEC

By pooling the results of the 12 models, we obtained a list of 11 priority molecules with the
raw set of scores and a list of 9 molecules with the weighted set of scores. These lists are

presented in Table V. Nine molecules are present on the two lists.

Table V. Priority lists

Priority list with raw scores Priority list with weighted scores
Atovaquone Loperamide Atovaquone Oxymetazoline
Buprenorphine Oxymetazoline Buprenorphine Permethrin
Clomipramine Permethrin Clomipramine Pimozide
Econazole Pimozide Econazole Sertraline
Etravirine Sertraline Loperamide
Latanoprost

The model I, which combines half-life in water, BCF and LD50, highlights the most of
molecules (five of the eleven substances in the raw list and five of the nine substances in the

weighted list).

A Discussion

A method of prioritizing is based on the implementation of a simplified assessment of human
or environmental risks [Jean (2008)]. This assessment needs to take into account limited data
or easily available data to be applied to many molecules. Then these molecules are classified
according to the risk they pose for defining a list of priority molecules to analyze. The
effectiveness of such an approach is based on the relevance of the indicators chosen and the
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completeness of the collection in order to compare all candidate substances.

Completeness: Log Kow is a more accessible indicator than BCF and solubility to measure
the bioaccumulation of active substances (collection rate of 93 % versus 74 %). For PNEC,
we found a collection rate of 26 %. This result is in accordance with the feedback five years
after the implementation of the classification system in Sweden, since risk assessment was
missing for 47 % of the molecules classified, corresponding to 50 % of active substances
consumed [Wennmalm and al. (2009)]. In contrast, the LD50 seems more approachable
(collection rate of 77 %). For persistence, the two chosen indicators have the same rate of

collection (74 %).

Relevance: There is an ongoing debate in the scientific community on the criteria that should
be used to estimate the overall persistence [Environmental Health Analysis Center (2012)].
Persistence time is an indicator wider than half-life in water. Indeed, persistence time
comprehensively measure the duration of persistence of the chemical in the environment,
taking into account the possible exchanges between compartments (air, soil, sediments). The
half-life, meanwhile, measures the time taken for a substance to lose half of its activity. A
half-life is generally estimated in each environmental medium (air, water, soil and sediment)
and do not take into consideration partitioning into or out of the medium or physical transport.
Thus, it seems to be a more suitable indicator for the fate of chemicals in surface water.

Persistence can be assessed only indirectly by a representation of the behaviour of the
molecule in the environment. Thus, persistence time and half-life in water are both predicted
indicators. The validity of model predictions for risk assessment is a subject of continuing
debate. However individual estimation programs and/or their underlying predictive methods

and equations used in the EPI Suite™ program have been described in numerous journal



articles in peer-reviewed technical journals [US EPA (2012)].

Log Kow and solubility in water are two indicators widely used to estimate exposure,
accumulation and sorption to soils and sediments. But the uncertainty associated with these
indicators can be high and small changes in their value may result in significant differences in
estimated human or ecological risk [Linkov and al. 2005]. Scientists agreed that there are
significant uncertainties in solubility values because of a lack of good analytical methods and
because QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship) programs fail to yield “good”
estimates [Renner and al. (2002)].

Pontolillo and al. (2001) reviewed approximately 700 publications with data on aqueous
solubility and Log Kow for organochlorine pesticides, dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT)
and 1,1-dichloro-2,2bis(p-chlorophenyl)-ethylen (DDE). They found egregious errors in
reporting data and references (until 2-4 orders of magnitude differences with original data)
and poor data quality and/or inadequate documentation of procedures (95-100 % of the
database literature is of poor or unevaluatable quality). In this work, for Log Kow, we
preferentially used measured data with reference to the original study.

BCF which appreciates the concentration in aquatic organisms by direct aqueous way is a
more informative parameter than Log Kow and solubility to assess the bioaccumulation
potential of pharmaceuticals. But this indicator is estimated from the Log Kow and tainted of
the same uncertainties as described above. However, in this study, the predicted data used
came from the EPI Suite™ Program which used measured data (when available) of Log Kow
to estimate the BCF. Moreover BCFWIN, the program who estimates fish BCF and its
logarithm uses two different methods: a traditional regression based on the Log Kow plus any
applicable correction factors and a method which calculates BCF from mechanistic first

principles [US EPA (2012)].
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PNEC, which is the concentration of a chemical below which it should not have any harmful
effects on organisms in aquatic ecosystems, is by definition a more relevant indicator of
toxicity to consider in the prioritization methods of drug residues than LD50 which assess the
acute toxicity in rodents. Furthermore, the 50% survival of animals is not a sufficient public
health goal. But, due to lack of ecotoxicological data, already pointed out by several studies
[Stuer-Lauridsen and al. (2000); Jones and al. (2002); Lange and al. (2002); Carlsson and al.
(2006); Crane and al. (2006); Fent and al., (2006); Besse and al. (2008)], the PNEC does not
seem appropriate to prioritize hundreds of active substances available on the French market.

In many studies, the PNEC is used in a hazard ratio with a PEC. It allows taking into account
the consumption of the molecules. In this study, we choose to use the PNEC and not the HR
in order to compare PNEC and LD50. Deblonde and al. [Results not published], found a
priority list of 12 molecules with eight in common with this study when the HR is used as

toxicity indicator with the same data.

Priority list

With consumption data in a regional hospital center, we established a list of 11 priority
molecules with the raw scores and a list of nine molecules with the weighted scores. In the
results, only the first level of prioritizing is presented. The two additional molecules with raw

scores, Etravirine and Latanoprost were in the second level with weighted scores.

In the Swedish classification [Stockholms County Council (2012)], each of the criteria PBT is
assigned a score between 0 and 3, the sum of these values is the PBT index of the substance.
A PBT index of 0 means that the drug is biodegradable, non-toxic and low bioaccumulative.

In contrast, an index of 9 corresponds to a dangerous substance for the environment.



Atovaquone and Permethrin have a maximal PBT index and Loperamide, an index of 8.
Except for Pimozide which was not evaluated and for Econazole and Latanoprost for which
no hazard evaluations were done, the other molecules have a moderate PBT index (5 or 6)
linked to a difference in the appreciation of the bioaccumulation potential. According to the
US EPA model, Log Kow for Buprenorphine, Clomipramine, Etravirine, Oxymetazoline and
Sertraline are all superior to 4 (4.98, 5.25, 4.02, 4.87 and 5.29 respectively) [US EPA (2012)].

However in the Swedish classification, they have a bioaccumulation score of zero.

Among our priority lists, 4 molecules (Buprenorphine, Clomipramine, Sertraline and
Pimozide) belong to the central nervous system (CNS) class according to the Anatomical
Therapeutic Chemical classification system (ATC). Cooper and al. in 2008, have also found
that for most rankings, the pharmaceuticals most commonly ranked in the top 100 were those
classified as CNS.

With the development of the degenerative diseases linked to elderly population, this class of
drugs is the most prescribed after cardiovascular pharmaceuticals [AFSSAPS (Agence
francaise de sécurité sanitaire des produits de santé¢ - French agency for the drug security)
(2011)]. In to the objective to reduce the environmental impact by increasing the demand for

drugs less toxic for ecosystem, risk assessments must target this class in priority.

In human health, future risk assessments must also consider other routes of exposure. The
ingestion of antibiotic residues in fish and shellfish, but also in meats, can disrupt the normal
intestinal flora and cause problems of allergy or toxicity [Haguenoer (2010)]. Interactions

with other drugs and even other chemicals substances should also be studied.



A Conclusion

In this study, more than 300 molecules were ranked using different models to assess which
indicators to take into account to estimate the risk of pharmaceuticals in surface water. The
results show that the half-life in water for the persistence and the BCF for the
bioaccumulation potential are the most relevant indicators to be considered in the
prioritization methods of pharmaceuticals. Although less informative than the PNEC, the
median lethal dose could be used, due to its accessibility in the online databases, to assess
toxicity.

Due to their high consumption, the future risk assessments should target drugs from the CNS

which commonly emerge in different rankings like priority.
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Les données de consommation de spécialités pharmaceutiques d’un centre hospitalier de 300
lits ont été analysées a 1’aide de différents critéres de persistance, de bioaccumulation et de
toxicité.

Dans ce travail, le quotient de danger (PEC/PNEC) a été remplacé par la PEC pour un souci
de représentativité des données. En effet, le faible nombre de données de PNEC rendait le
calcul de quotient de danger (QD) et I’exploitation de ce parametre limité.

2.3.4 Le cas particulier des anticancéreux

Le centre Alexis Vautrin (CAV), désormais appelé Institut de cancérologie Lorraine (ICL), est
le seul établissement hospitalier de la région Lorraine qui consacre la totalité de son activité
médicale et paramédicale au diagnostic et au traitement des cancers. Il a été créé en 1924 et se
situe sur le plateau de Brabois a proximité du CHU a Vandoeuvre les Nancy. Comptant 180
lits, le CAV prend en charge annuellement 12000 patients, dont 3400 nouveaux cas. Ces
patients bénéficient de 32500 consultations, 35000 journées d’hospitalisation, 8500 journées
d’hospitalisation de jour et 8500 prescriptions de chimiothérapie.

Les données de consommation de médicaments de ce centre de soins ont été demandées,
fournies et analysées. Seules les données concernant les substances actives appartenant au
groupe L (classification ATC) « antinéoplasiques et agents immunomodulants » ont été
incluses pour la poursuite de notre étude. Ces données de consommation sont présentées dans
la figure 2-7.

Consommation de molécules
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Figure 2-7 : données de consommation de molécules anticancéreuses au CAV de Vandoeuvre
les Nancy (année 2011)



A TI’aide de la combinaison optimale de critéres de sélection (demi-vie ; BCF ou log Kow ;
DL50), nous avons cherché a hiérarchiser les molécules anticancéreuses a partir des données
disponibles, en les pondérant avec un 4°™ critére (quantité consommée). L’introduction de ce
4°™ critére va permettre de sélectionner les molécules de fagon réaliste.

La cotation du critére de quantité ainsi que sa répartition sont détaillées dans les tableaux II-
15 et I1-16 ci-dessous.

Tableau II-15 Score de quantité calculé pour les molécules anticancéreuses délivrées par le
CAV (2011)

Quantité (en g) Indice de quantité
Supérieur ou égal a 18
2000
2000 exclus a 1500 16
1500 exclus a 1000 14
1000 exclus a 500 12
500 exclus a 250 10
250 exclus a 100 8
100 exclus a 50 6
50 exclus a 10 4
10 exclusa 1 2
<al 1
0 0

Le score basé sur la quantité délivrée pour chaque molécule anticancéreuse au centre Alexis
Vautrin s’étale de 0 a 18.

Tableau I1-16 Représentation de la répartition du nombre de molécule par indice de quantité

Indice de quantité Nombre de molécules concernées
18 1
16 0
14 2
12 1
10 3
8 8
6 2
4 11
2 12

1 20
0 1




D’aprés ce tableau, nous remarquons qu’une seule molécule obtient un score de 18
(ifosfamide). La majorité¢ des molécules obtiennent un indice de quantité entre 1 et 4 puisque
43 molécules se trouvent dans cette fourchette de score.

Tableau I1-17 Score final hiérarchisant les 10 molécules ayant le plus haut score

Molécules Score obtenu
Ifosfamide 26
Cyclophosphamide 22
Gemcitabine 21
Estramustine 19
Dacabazine 15
Tamoxiféne 15
Capécitabine 14
Mitotane 14
Sunitinib 14
Fluoro-uracile 13

Suite a cette étude de hiérarchisation, I’Ifosfamide et le Cyclophosphamide seront étudiés
dans la poursuite du travail. L’évaluation des risques se fera en priorité sur ces molécules.



2.4. Synthése concernant la hiérarchisation des molécules

- Etat _de la littérature sur la_hiérarchisation des molécules concernant le risque
environnemental

Notre revue de la littérature concernant les méthodes de hiérarchisation des molécules
présentant un risque environnemental nous a montré que 3 méthodologies pouvaient étre
employées : la méthodologie EMEA, la méthodologie QSAR et la méthodologie PBT.

La méthodologie EMEA est celle qui a fait ’objet du plus grand nombre de publications.
Facile a mettre en ceuvre lorsque les données sont disponible, elle fait intervenir un quotient
de danger (QD), quotient entre la concentration prédite dans 1’environnement et la dose sans
effet environnemental. Néanmoins, elle nécessite la connaissance de ces 2 informations,
situation peu fréquente pour les médicaments, et est donc peu adaptée a la hiérarchisation des

molécules quant a leur risque pour la santé humaine.

La méthodologie QSAR permet de calculer un score de danger en se basant sur la structure
chimique des substances étudiées. A chaque groupement chimique correspond un effet
environnemental. Bien adaptée au milieu environnemental, cette méthodologie n’a pas de sens
lorsqu’elle est adaptée au risque sanitaire puisque les groupements chimiques des
médicaments ont pour objectif de donner des effets bénéfiques (curatifs ou préventifs).

Enfin, la méthodologie PBT a ét¢ employée par quelques auteurs, et exploitée jusqu’a
application clinique en Sueéde. Ainsi, le Conseil régional de Stockholm a mis en ligne un score
de risque environnemental (basé sur des critéres de persistance, bioaccumulation et toxicité
dans I’environnement) a destination des médecins prescripteurs. A effet thérapeutique
équivalent, les praticiens sont encouragés a utiliser les molécules qui auront le moindre effet
environnemental.

Chacune de ces méthodologies permet d’identifier une liste de molécules présentant un risque
environnemental. Toutefois, ces listes ne se recoupent que pour quelques médicaments
(aspirine, notamment). Cette absence de lien peut étre liée au fait que toutes les molécules
n’ont pas été hiérarchisées au moyen de chaque méthode.

Notre partie discussion (paragraphe 4.2.1.) présentera un argumentaire plus détaillé des
avantages et limites de chaque méthodologie.

- Construction de notre méthode de hiérarchisation

Nous avons dans une seconde partie recherchée un moyen de hiérarchiser des molécules
candidates (par exemple molécules trés utilisées en thérapeutique humaine) quant au risque
qu’elles pouvaient présenter sur la santé humaine. Le choix de nos molécules candidates a été
dicté par les données de consommation médicamenteuse d’un établissement lorrain de 300
lits. La pertinence de I’utilisation de ces données sera discutée en paragraphe 4.2.1.

Au regard des avantages et limites des méthodes présentées ci-dessus, nous avons choisi de
les hiérarchiser selon une méthodologie originale que nous avons construite a partir de la
méthode PBT. Cette méthodologie supposait le recueil, pour chaque molécule, de plusieurs
criteres :

- criteres de persistance : temps de persistance, demi-vie dans ’eau ;
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- criteres de bioaccumulation : solubilité, facteur de bioconcentration, log Kow ;

- criteres de toxicité : quotient de danger, dose 1étale médiane.
Ces 7 indicateurs étaient ensuite combinés de différentes manicéres (12 combinaisons
envisagées) pour calculer des scores de hiérarchisation ; trois niveaux de hiérarchisation
¢taient définis pour chaque combinaison. Chaque molécule candidate a ensuite été scorée
selon toutes les combinaisons possibles (combinaisons pour lesquelles les données étaient
disponibles). Les molécules pour lesquelles au moins une combinaison identifiait un niveau 1
de hiérarchisation étaient dites « prioritaires ».
Enfin, nous avons recherché la combinaison la plus représentative, qui nous permettait
d’identifier en un seul calcul le plus grand nombre de molécules prioritaires.

Tous ces choix méthodologiques seront argumentés dans la discussion.

- Résultats de notre méthode de hiérarchisation

Cette méthodologie appliquée aux 606 substances actives consommeées dans un CH lorrain de
300 lits nous a permis d’identifier 12 molécules prioritaires, a suivre lors des études de
génotoxicité et de I’évaluation de risque finale.

Nous avons ensuite appliqué la combinaison la plus représentative sur des molécules
candidates différentes (consommation en anticancéreux d’un centre anticancéreux), en y
ajoutant un critére de quantit¢é consommée. Deux autres molécules prioritaires ont été
identifiées par ce moyen : le cyclophosphamide et I’ifosfamide ressortent comme les deux
molécules prioritaires a évaluer d’un point de vue génotoxique. Le 5 fluorouracile a été ajouté
a cette liste car la littérature fait mention de cette molécule comme celle qui est
principalement administrée en établissement de soins et a domicile.

Ces molécules n’ont pas toutes pu étre étudiées par les auteurs publiant sur le risque
environnemental du fait de données manquantes fréquentes. Nous discuterons ’apport de
notre méthodologie dans 1’évaluation du risque pour la santé humaine.



3. Evaluation des risques pour les molécules anti-cancéreuses

Notre méthode de hiérarchisation des molécules anti-cancéreuses nous a conduit a poursuivre
notre évaluation des risques pour le cyclophosphamide et I’ifosfamide. Nous y avons ajouté le
5 fluoro-uracile du fait de son utilisation fréquente dans les traitements administrés a
domicile. Cette molécule n’apparait pas comme prioritaire bien que ce soit la moléucle
anticancéreuse la plus distribuée en France, le profil de consommation du centre anticancer
lorrain semble étre particulier d’ou notre choix de 1’inclure dans la suite de ce travail.

3.1. Rappels sur I’évaluation quantitative des risques

3.1.1. Rappels méthodologiques

La démarche d’évaluation des risques présente le grand intérét d’apporter une méthode
structurée dans un contexte de connaissances limitées et incertaines. Méme lorsque de
nombreuses incertitudes sont présentes dans la démarche ou dans les données utilisées, elle
fournit un cadre uniforme propre a prendre en compte et organiser dans la transparence toutes
les informations disponibles, a des fins décisionnelles.

L’évaluation quantitative des risques comporte 4 étapes listées ci-dessous (European
commission, 2003).

3.1.1.1. L’identification du potentiel dangereux

a. Recensement des agents contaminants

Cette étape consiste a lister ’ensemble des substances ou agents présents dans les milieux
environnementaux et auxquels les populations étudiées sont potentiellement exposées. Elle
comprend donc une évaluation des émissions, mais également des diffusions, transports,
transferts et transformations de ces molécules dans les milieux. L’exhaustivité est souvent
difficile a cette étape du fait des manques de connaissances et/ou d’une grande complexité des
situations.

En effet, en dehors des situations accidentelles, la contamination des milieux de vie est en
général faible, mais fréquemment variable dans le temps et l'espace. Par ailleurs, certains
milieux tels que les sols peuvent se comporter comme de véritables réacteurs chimiques dont
le fonctionnement et les substances qui en sont issues sont difficiles & analyser. Ce constat,
complété par des difficultés d’ordre métrologiques et/ou méthodologiques (seuils de
détection, colt des analyses, modélisation des transferts de polluants, etc.), rend souvent
délicat le recensement précis des agents susceptibles d’étre présents dans les milieux
d’exposition.

Lorsque I’inventaire des substances ou agents présents est important, une sélection ou une
priorisation peut devenir nécessaire lors de cette phase. Il importe dans tous les cas d’étre
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transparent quant aux criteres de sélection des agents ou substances retenus (quantité de
substance rejetée, comportement de la substance dans 1’environnement et dans la chaine
alimentaire, dangerosité, etc.).

Cette étape a fait I’objet de la partie 2 de notre travail.

b. Recensement des effets indésirables

Les effets indésirables peuvent étre de nature et de gravité trés variées : il peut s’agir par
exemple de cancers, de gastro-entérites banales ou de simples désagréments cutanés. Ces
effets doivent donc toujours étre bien définis.

i.  Les études épidémiologiques

Elles constituent I’outil de référence pour établir une association entre une cause et la
survenue d’une maladie au sein d’une population. Elles sont toutefois peu adaptées a la mise
en évidence d’effets multifactoriels ou correspondants a des expositions a faibles doses. En
effet, dans ces situations, les associations sont particuliérement difficiles & mettre en évidence
et les études épidémiologiques sont trés sensibles aux erreurs de différentes natures (facteurs
de confusion, biais de recueil ou d’analyse, etc.). Le nombre d’individus nécessaires pour les
¢tablir de maniére statistiquement significative est parfois supérieur au nombre de personnes
exposées. Néanmoins, des études épidémiologiques ont permis, en s’intéressant a des
populations plus fortement exposées comme les travailleurs ou les populations soumises a une
catastrophe, de montrer un lien (ou une relation de causalit¢) entre la survenue d’une
pathologie et I’exposition a un agent dangereux, voire d’en déduire des relations dose-réponse
ou dose-effet qui sont ensuite utilisées dans les évaluations de risques.

ii. Les études toxicologiques

Les études toxicologiques expérimentales sur animaux de laboratoire constituent la deuxiéme
source majeure d’informations dans les évaluations de risque. Elles sont plus faciles a mettre
en ceuvre, moins colteuses et mieux contrdlables quant aux différents facteurs interférents,
que les études épidémiologiques.

Néanmoins, afin de pouvoir observer et quantifier les effets produits par un agent sur un
nombre réduit d’animaux, les doses d’exposition employées dans les études toxicologiques
sont souvent supérieures a celles retrouvées dans des situations environnementales réelles. 11
est possible donc dans certains cas €tre confronté au risque de faire apparaitre une toxicité
pouvant masquer d’autres effets (cancéreux par exemple) qui pourraient apparaitre au sein des
populations exposées en situation réelle.

L’identification du potentiel dangereux d’une situation se complexifie encore lorsque 1’on a
affaire a des expositions a des agents multiples, de méme nature (plusieurs substances
chimiques par exemple) ou de natures différentes : physique, chimique ou biologique. En
dehors de quelques cas (radon et tabac ou amiante et tabac par exemple), les phénomenes
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d’interactions entre agents dangereux sont trés mal connus. Leurs effets peuvent étre additifs,
synergiques ou antagonistes. Les phénomenes de promotion (accroissement de 1’action d’un
agent par un autre agent qui, en lui-méme, n’a pas d’effet observé) sont également peu
connus.

3.1.1.2. L’estimation de la relation dose-effet ou dose-réponse

Cette étape a pour but de définir une relation quantitative entre une dose d’exposition et un
niveau d’effet, ou entre une dose d’exposition et une probabilité de survenue d’un effet. Les
co-expositions (exposition de facon concomitante a plusieurs agents) ne sont pas, dans la trés
grande majorité des cas, prises en compte dans 1’estimation de cette relation. Une valeur
toxicologique de référence est extraite de cette relation dose-effet ou dose-réponse. Elle
dépend de la nature des effets étudiés : déterministes ou stochastiques.

a. Les effets déterministes

Il s’agit d’effets dont la gravité augmente avec la dose d’exposition de 1’individu. Pour les
agents (chimiques ou autres) a 1’origine d’un effet déterministe, il est admis qu’il existe un
seuil d’exposition en deca duquel aucun effet néfaste n’est observable (y compris au sein des
organes apres autopsie). Il est également question d'effets a seuil de dose, et ce seuil est a
estimer pour I’Homme grice aux expérimentations sur animaux ou aux études
épidémiologiques. Pour les substances chimiques, la VTR (Valeur Toxicologique de
Référence) correspond a ce seuil (Bonvallot, 2002).

b. Les effets stochastiques

Il s’agit des effets sanitaires de certains agents, en particulier cancérogenes, dont la fréquence
(et non la gravité) croit avec la dose d’exposition. Il est généralement considéré que ces effets
peuvent survenir sans seuil, autrement dit dés qu’une exposition existe, aussi faible soit-elle.
Il est donc question d'effets sans seuil de dose. Dans ce cas, la valeur toxicologique de
référence sera la probabilité de survenue d’un effet par unité de dose.

La figure (3-1) ci-apres présente ces notions sous forme de graphiques.
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Figure 3-1 : Différences entre les effets déterministes et les effets stochastiques. D’apres
http://www.uvp5.univ-paris5.fr/RADIO/Info/ciprfigl.asp

c. Les difficultés de la quantification

Quel que soit le type d’effets indésirables, la quantification de la relation dose-effet ou dose-
réponse se heurte a plusieurs difficultés. D’une part, les données relatives a de nombreuses
substances ou agents sont encore absentes ou largement insuffisantes. D’autre part, la
transposition des résultats observés sur ’animal (pour des expositions ¢élevées sur des
périodes de temps relativement courtes) aux situations réelles chez I’Homme, impose de
recourir a des extrapolations ou a des facteurs d’incertitude dont il est tres difficile de vérifier
la pertinence. Méme lorsque la relation dose-réponse est issue d’une étude épidémiologique,
celle-ci a souvent été effectuée en milieu professionnel et pour des doses d’exposition
supérieures a celles de I’environnement. La encore, des extrapolations sont nécessaires pour
passer de fortes doses a des doses plus faibles, d’'un mode d’exposition a un autre, d’une
population particuliére a la population générale. Enfin, il faut souligner qu’en général, la
méme relation dose-réponse est appliquée a tous les individus (hommes, femmes, jeunes,
personnes agées, malades, etc.), quels qu’ils soient (US-EPA, 2005).

3.1.1.3. L’évaluation de 1’exposition

L’estimation des expositions s’appuie sur une succession d’étapes dont I’objectif final est de
décrire et de quantifier aussi précisément que possible les expositions a un agent, dans un
milieu donné, pour une voie d’exposition donnée et pour un groupe d’individus donnés.
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Doivent étre analysées :
- la contamination du milieu : zones ou médias d’exposition concernés, localisation,
distribution des contaminations dans le temps et dans ’espace, etc. ;
- les populations concernées par cette contamination (nombre d’individus, profil) et
leur mode de vie ;
- les voies d’exposition de ces populations ainsi que les fréquences et les durées de
contact avec 1’agent dangereux ;
- I’exposition a proprement parler, produit du niveau de contamination par la durée de
contact avec cette contamination.
L’évaluation de 1’exposition impose de recourir largement a 1’utilisation de la modélisation, en
particulier en 1’absence de mesures possibles pour I’estimation des concentrations au sein des
différents milieux contaminés, des transferts de pollution dans la biosphére ou dans la chaine
alimentaire. Elle passe également par la création de scénarios concernant les habitudes de vie
des populations, 1’alimentation ou I’utilisation de certains produits. Le recours a ces outils de
modélisation, simulations et scénarios limite pour certains la confiance que I’on peut accorder
aux résultats.
Aux données de modélisation peuvent donc étre préférées les données de mesure. Néanmoins,
le programme de mesure (milieux, endroits, substances, seuils de détection, etc.) reposera lui-
méme sur la modélisation conceptuelle (qualitative) voire numérique (quantitative) des
phénomeénes. Les résultats sont en outre également sujets a d’importantes incertitudes, liées en
particulier a la variabilité spatiale et temporelle des parametres mesurés et aux limites des
moyens de prélevement et d’analyse. C’est par la combinaison et la confrontation de la
modélisation et de la mesure que la solidité des conclusions est renforcée.
L’étape d’évaluation des expositions est maintenant considérée comme une science a part
entiere : I’expologie. (AFSSET, 2008)

3.1.1.4. La caractérisation du risque

Cette étape est la synthese des précédentes. Elle présente une estimation de la probabilité de
survenue et de la gravité des effets indésirables susceptibles de se produire dans une
population humaine, en raison de 1’exposition a I’ensemble des agents présents dans la
situation étudiée. Le nombre de personnes pour lesquelles un effet est susceptible d’apparaitre
(ou la proportion de la population concernée) peut également étre calculé. L’identification des
groupes les plus a risque peut aussi faire partie des résultats utiles.

La présentation des résultats différe suivant que I’effet considéré est déterministe ou
stochastique.

Dans le premier cas, la conclusion est faite sur la possibilit¢ ou non, compte tenu des
incertitudes de I’évaluation, que le quotient de danger (rapport de la dose d’exposition sur la
dose sans effet estimée) dépasse la valeur de 1, c’est-a-dire que la dose d’exposition soit
supérieure a la dose sans effet pour toute ou partie de la population étudiée.

Dans le second cas, est présenté I’excés de risque individuel auquel les personnes peuvent étre
soumises. Cette notion correspond a 1’augmentation de la probabilité de survenue de I’effet
indésirable considéré chez un individu suite a son exposition au polluant étudié.



Les calculs de risque sont réalisés dans un premier temps pour chaque agent et chaque mode
d’exposition (ingestion, inhalation, etc.) pris individuellement. Méme si I’on a décrit de
maniére qualitative certaines possibilités d’effets synergiques ou antagonistes, il n’existe pas
de régle générale de quantification des effets combinés.

Suivant la nature de 1’étude (rétrospective ou prospective), la nature de 1’exposition (aigué ou
chronique), le nombre d’agents en cause, la nature des données sources (résultats d’études
épidémiologiques ou toxicologiques, mesures ou modélisations), les hypothéses de travail
seront différentes et les incertitudes plus ou moins quantifiables. Le niveau de confiance que
I’on pourra accorder au résultat final sera donc variable et dépendra de la quantité et de la
qualité des données disponibles. L’ensemble des hypothéses émises au cours de la démarche
et des incertitudes relatives a ces résultats doit étre présenté méme si ces dernicres ne sont pas
toutes quantifiables.

3.1.2. Problématique spécifique des anticancéreux

Le plan cancer 2003-2008 dénombrait, en France, 278 253 nouvelles personnes atteintes
annuellement d’une pathologie cancéreuse ; le nombre total de patients soignés ne cesse donc
d’augmenter avec, en parallele, ’emploi de substances anticancéreuses. Ces substances
peuvent avoir une activité cancérogéne, mutagene ou tératogene.

La présence des substances anticancéreuses dans les rejets liquides hospitaliers peut étre due a
des déversements lors de la préparation de ces médicaments (peu vraisemblable au regard des
précautions mises en ceuvre en France dans les Unités Centralisées de Reconstitution des
Cytostatiques), mais surtout aux excrétions des malades. La manipulation des médicaments
anticancéreux étant treés réglementée, les rejets physiologiques de patients traités pourraient
représenter la seule voie de décharge. Cette hypothése est corroborée par certaines études
menées sur la composition biologique et chimique de I’urine de patients sous thérapie
anticancéreuse (Giumiani, 1996). Une étude menée a Pékin (Yin, 2010) sur les effluents de 21
hopitaux chinois a montré que certaines substances anticancéreuses (méthotrexate, étoposide)
sont retrouvées dans leurs effluents. La présence des anticancéreux dans les rejets liquides
hospitaliers étant bien démontrée, nous pouvons nous interroger sur leur devenir dans le
réseau d’assainissement.

Des essais effectués sur la biodégradation des antitumoraux dans les effluents hospitaliers,
mais aussi dans les effluents urbains, ont montré que certains anticancéreux, tel que
I’ifosfamide, sont non biodégradables et non adsorbés par les boues (Kiimmerer, 1997). De
plus, d’autres études (Steger-Hartmann, 1996 ; Aherne, 1990 ; Catastini, 2008) ont prouvé que
certaines substances anticancéreuses (cyclophosphamide, ifosfamide et méthotrexate) peuvent
subsister apres traitement des eaux usées par les STEPs, pouvant ainsi intégrer le cycle de
I’eau a faible concentration toutefois, il existe trés peu d’étude sur le sujet.

En France, le dernier rapport de I’Académie de Pharmacie, 2008 conclut sur le manque de



connaissances des effets liés a la présence a faible dose de cytostatiques dans les eaux.

Au regard de ces données, ainsi que des résultats de notre hiérarchisation des molécules a
risque, nous avons décidé de focaliser notre évaluation des risques sur trois molécules
anticancéreuses : le cyclophosphamide, 1’ifosfamide et le 5 fluoro-uracile.

Le cyclophosphamide et I’ifosfamide sont issus de la méthode de hiérarchisation, ce sont les
deux molécules ayant obtenues le plus haut score au regard des scores combinés de
persistance, bioaccumulation, toxicité et quantité consommée.

Le 5 fluoro-uracile a était ajouté a cette liste car la molécule anticancéreuse est la plus
prescrite en France. Il semble que le centre Alexis Vautrin est un profil de consommation
spécifique. Il donc apparu judicieux de I’inclure dans la liste des molécules qui nécessite une
¢évaluation quantitative des risques.

3.2. Identification du potentiel dangereux

L’ifosfamide (code ATC : LO1AAO06) est un anticancéreux de la famille des alkylants, c’est-a-
dire qu’il est responsable de I’alkylation de certaines bases de I’ADN, aboutissant a la
formation de ponts stables entre les deux brins d’ADN ou au sein d’'un méme brin. Sa
cytotoxicité s’exprime par le blocage de la transcription et de la réplication de I’ADN a cause
de ce pontage, par 1’excision des guanines alkylées (mécanisme de réparation de la chaine
d’ADN) et par la libération de radicaux libres entrainant des cassures de la chaine d’ADN.
Cette molécule doit se transformer dans I’organisme pour pouvoir agir (il s’agit d’une pro-
drogue). L’ifosfamide est généralement administré par voie intraveineuse.

Le cyclophosphamide (code ATC : LOIAAOI) est également un anticancéreux alkylant ; il
présente donc le méme mécanisme d’action que I’ifosfamide. Il peut étre administré par voie
orale (comprimés) ou en perfusion intraveineuse.

Le 5 fluorouracile est un antimétabolite de la sous-classe des pyrimidines (code ATC :
LO1BCO02). 1l est transformé au sein de la cellule en différents métabolites cytotoxiques qui
seront incorporés a ’ADN et I’ARN a la place des bases, induisant ainsi I’arrét du cycle
cellulaire et ’apoptose. Son administration intraveineuse au moyen de diffuseurs portables est
relativement fréquente.

Le CIRC a classé le cyclophophamide en tant que cancérogeéne reconnu (groupe 1 : agents
cancérogenes certains pour ’Homme) ; I’ifosfamide n’a pas été classé ; le SFU se trouve dans
le groupe 3 (inclassables quant a sa cancérogénicité pour 'Homme).

Ces anticancéreux sont également responsables de nombreux autres effets indésirables chez
I’Homme (nausées et vomissements, néphrotoxicité, digestifs, cardio-vasculaires...) que nous
ne développerons pas dans notre travail.



3.3. Relation dose - réponse

La relation entre les différentes concentrations d’anticancéreux retrouvés dans les eaux et les
effets sur les organismes n’est pas encore clairement définie dans [’état actuel des
connaissances.

Nous nous sommes donc fixés dans ce travail 1’objectif de définir une relation dose-réponse
pour les faibles concentrations d’anticancéreux qui peuvent étre rencontrées dans différents
milieux aquatiques.

3.3.1. Matériel et méthode de notre évaluation de la dose-réponse

Trois tests de toxicité ont été mis en ceuvre a différentes concentrations pour nos trois
molécules étudiées (ifosfamide, cyclophosphamide et SFU) :
- un test de viabilité cellulaire au bleu de Trypan, qui permet de dénombrer les cellules
mortes (effet cytotoxique) ;
- un test des cometes, permettant de mesurer les cassures induites sur les brins d’ADN
(effet génotoxique),
- un test des micro-noyaux, qui permet de détecter les dommages induits sur les
chromosomes (effet génotoxique).

3.3.1.1. Lignée cellulaire utilisée et entretien

La lignée HepG2 est issue d’hépatocarcinome humain différencié. Ce sont des cellules avec
des capacités d’adhérence. Ses capacités enzymatiques sont intactes.

HepG2 Cells

Figure 3-2 Cellules HepG2 (source Hepg2.com)
Nous avons choisi de travailler sur des cellules hépatiques car elles sont responsables de la
métabolisation de nombreux médicaments. D’ailleurs, ’activation de 1’ifosfamide et du

cyclophosphamide est hépatique.

Méthode de culture et entretien de la lignée
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La culture cellulaire est réalisée dans des flasques de 25 ou 75 cm® contenant respectivement
8 ou 24 mL de milieu nutritif de type MEM (milieu minimum essentiel d’Eagles ; Sigma M-
0643). Ce milieu contient du sérum de veeu feetal a 10% (Sigma F-7524), un mélange
antibiotique de pénicilline-streptomycine (Sigma P-4333; 10 000 unités de pénicilline et
10 mg de streptomycine par mL), de HEPES (Sigma H-4034), du bicarbonate de sodium
(Sigma S6297), du pyruvate de sodium (Sigma P5280) et de I’eau ultra-pure filtrée. Les
cellules sont maintenues dans un incubateur a CO, a 37°C dans une atmospheére contenant 5%
de CO; et a 95% d’humidité relative.

Pour I’entretien de la lignée cellulaire, le milieu nutritif est renouvelé 3 fois par semaine : les
lundis, mercredis et vendredis. Chaque semaine, les flasques conservées pour entretien sont
repiquées au tiers de leur concentration.

Pour la réalisation d’échantillon ou de repiquage, nous éliminons I’ancien milieu puis nous
ringons trois fois notre flasque avec du PBS (Sigma D-5652). Nous introduisons dans la
flasque de la trypsine — EDTA (prolabo) pendant 5 minutes, afin de remettre en suspension et
d’individualiser les cellules devenues adhérentes a leur support. Ensuite, nous ajoutons du
MEM pour neutraliser la trypsine. La suspension est alors recueillie dans un tube a centrifuger
de 50mL qui est centrifugé a 300G pendant 5 minutes. Le surnageant est éliminé et le culot
cellulaire remis en suspension a I’aide de MEM. La suspension cellulaire obtenue est répartie
dans les nouvelles flasques en respectant un ratio d’environ 1/3 & 1/6 du volume.

Réalisation d’échantillon :

Avant toute réalisation d’échantillon pour nos tests, la viabilité cellulaire est étudiée grace a
un test au bleu de Trypan. Nous avons choisi de respecter le seuil de viabilité supérieur a
80%. En cas de mortalité excessive, la lignée est jetée avant utilisation dans nos protocoles.

3.3.1.2. Produits pharmaceutiques testés et conditions d’exposition

Choix des molécules
Le choix des molécules pour lesquelles la relation dose-réponse était étudiée, a été réalisé sur
la base de notre méthode de hiérarchisation présentée en partie 2.

Les produits pharmaceutiques testés ¢taient le cyclophosphamide (Sigma CO0768) dont le
numéro CAS est 50-18-0, I’ifosfamide (Sigma 14909) dont le numéro CAS 3778-73-2 est et le
5 fluorouracile (Sigma F6627) dont le numéro CAS est 51-21-8.

Un mélange de ces trois produits a également été testé. Dans ce mélange, les concentrations
des 3 produits étaient identiques.

Délai d’exposition
Nous avons choisi 2 temps d’expositions différents pour les tests de viabilité cellulaire au bleu

de Trypan et les tests de cométes : une exposition de 24h et une exposition de 72h. Les tests
des micronoyaux seront réalisés uniquement avec une exposition de 24h au toxique.
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Concentrations testées
Pour chaque molécule, un test négatif (ou « blanc ») et un test positif ont été effectués. Pour le

test des cometes, le Benzo[a]pyréne a été utilisé ; pour celui des micronoyaux, nous avons
employ¢ la mitomycine C. Les différentes concentrations d’anticancéreux sont 100, 50, 10, 1,
0,1 et0,01 png/L.

3.3.1.3. Tests réalisés

a. Test de viabilité cellulaire au bleu de Trypan

Le bleu de Trypan, connu également sous le nom de Niagara Blue ou Diamine Blue, est un
dérivé du toluene ; il a été synthétisé pour la premicre fois en 1904 par Paul Ehrlich. la
coloration au bleu de Trypan permet de différencier au microscope les tissus ou cellules
vivants de tissus ou cellules morts. En effet, la diffusion du bleu de Trypan pénétre dans les
cellules mortes, celles-ci seront donc vues en bleu au microscope. Les cellules vivantes
rejettent le colorant & I’extérieur, elles apparaissent donc en transparent au microscope.
Toutefois, la coloration au bleu de Trypan ne permet pas de différencier les cellules
nécrotiques (mortes de manicre non naturelle, par exemple mort induite par des toxiques), des
cellules apoptotiques (mortes de maniére physiologique).

Pour les deux temps d’exposition, la procédure mise en ceuvre est la méme :

- réalisation de 8 échantillons dans des flasques de 25 cm? incubées 24 heures pour
laisser adhérer les cellules.

- a 24 heures, le milieu de culture est remplacé et le toxique est introduit aux
concentrations voulues. Les flasques sont remises a incuber pendant 24 ou 72 heures.

- puis le milieu contenant le toxique est ¢liminé. Chaque flasque est rincée 3 fois avec
du PBS, puis 1 mL de trypsine-EDTA est introduite. La réaction est stoppée avec
I’ajout de MEM. Le milieu contenant les cellules est alors transféré dans un tube a
centrifuger puis centrifugé a 300 G.

- le surnageant est éliminé, le culot cellulaire est remis en suspension dans 3 mL de
MEM.

Pour chaque suspension, nous réalisons un comptage au moyen d’une cellule de Malassez.
Cette technique est décrite en annexe.

Pour chaque concentration de toxiques, nous évaluons la viabilité des cellules grace au bleu
de Trypan. Aprés environ 3 minutes d’attente, nous réalisons la lecture au microscope. Le
comptage est réalisé sur les 25 rectangles quadrillés de la cellule de Malassez. Le calcul de
pourcentage de viabilit¢é est réalis¢é pour chaque concentration testée des 3 produits
pharmaceutiques et du mélange ainsi pour le témoin positif (benzo[a]pyréne : 100ug/L) et le
témoin négatif c’est-a-dire I’eau ultrapure utilisée comme solvant.



Figure 3-3 Cellules HepG2 coloré au bleu de Trypan

b. Test des cometes

Le test des cometes (ou “single cell gel electrophoresis assay”) est une technique
d’¢électrophorése sur gel d’agarose permettant de détecter des fragmentations de I’ADN de
cellules individualisées. L’ADN des cellules est placé dans un champ électrique permettant la
migration différentielle des fragments. Compte tenu du faible voltage et ampérage, les
molécules d’ADN intactes sont trop “lourdes” pour étre déplacées par le champ électrique et
vont créer une spheére compacte. Un ADN endommagé va, quant a lui, voir migrer ses
fragments les plus courts en dehors de cette sphére, formant ainsi un “halo” d’ADN s’étirant
en direction de I’anode. Les figures ainsi engendrées sont comparables a des comeétes.
L’analyse des images obtenues permet la quantification des effets observés.

Le test des cometes est réalisé selon le protocole décrit par Tice et al. (2000) avec quelques
modifications mineures. Le test des cometes selon cette méthode est réalisé a froid et en
milieu basique. Il permet de mettre en évidence un nombre plus important de types de lésions
d’ADN.

Pour chaque échantillon a tester, la viabilité¢ cellulaire est vérifiée par un test au bleu de
Trypan. Seules les concentrations en toxique pour lesquelles le test de viabilité cellulaire a
permis de retrouver une viabilité supérieure a 80% sont retenues. Deux témoins sont réalisés :
un témoin négatif représentant le solvant utilisé pour 1’échantillon testé (c’est-a-dire I’eau) et
un témoin positif avec le benzo[a]pyréne (concentration utilisée : 100ug/L). Les suspensions
cellulaires sont diluées pour obtenir une concentration entre 5.10° et 2.10° cellules par
millilitre.

La veille du test, des lames nettoyées a 1’alcool sont enduites sur une face d’une préparation
d’agarose de routine (Sigma A-5093), puis séchées dans une étuve séche a 37°C. Le jour du
test, ces lames sont recouvertes d’agarose a point de fusion normal (Sigma D-5652) sur lequel
nous déposons une lamelle enlevée avant durcissement complet de 1’agarose. 100uL de
chaque suspension cellulaire sont inclus dans 600uL d’une préparation d’agarose a bas point
de fusion (Sigma A-4018). Le mélange est homogénéisé puis déposé¢ sur une lame et
recouvert d’une lamelle. Aprés solidification, les lamelles sont retirées. Les lames sont alors
immergées dans une solution de lyse froide de pH 10 (2,5M de NaCl (Sigma S-9625), 100mM
de Na,EDTA (Sigma E-5134), 10mM de Tris (Sigma T-1378), 10% de DMSO, 1% de Triton
X-100 (Prolabo 28817295)) pendant au moins une heure. Apres égouttage, les lames sont
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ensuite transférées pendant 20 minutes dans une solution d’électrophorése froide de pH 13
(1mM de Na,EDTA, 300mM de NaOH (Sigma S-0899)) pour permettre le déroulement des
brins d’ADN. Les lames sont ensuite déposées dans une cuve a électrophorése horizontale
contenant la méme solution. L’¢électrophorese est réalisée pendant 20 minutes a 24 Volts et
300 milliamperes. Apres cette étape, les lames sont égouttées puis neutralisées grace a un
ringage dans une solution de Tris a 0,4M de pH 7,5.
Pour permettre leur lecture, 50 puL. de bromure d’éthidium (Boehringer Mannheim), concentré
a 10 pg/mL, sont déposés sur les lames puis recouverts d’une lamelle juste avant lecture.
La lecture est réalisée sous le logiciel Komet 5, relié & un microscope a fluorescence Olympus
BX-40. Deux lames sont réalisées pour chaque concentration. Sur chaque lame 50 cellules
sont mesurées. Afin d’assurer la reproductibilité des résultats, 1’expérience est répétée 3 fois
pour chaque produits et pour le mélange.
Trois parameétres sont recueillis lors de lecture des cometes :
- le pourcentage d’ADN dans la queue = intensité lumineuse de la queue divisée par
I’intensité lumineuse globale et multipliée par 100 ;
- I’Olive Tail Moment = distance entre le centre de la téte et le centre de la queue,
multipliée par le pourcentage d’ADN dans la queue ;
- ’Extent Tail Lenght = longueur de la queue (distance entre la fin de la téte et la fin
de la queue).

Figure 3-4 Comete lue avec le logiciel Komet5

c. Test des micronoyaux

Le test des micronoyaux est utilis€ pour mettre en évidence des effets clastogénes
(fragmentation chromosomique acentrique, les fragments étant exclus du noyau de la cellule
fille pendant la division cellulaire) ou aneugeénes (perte d’un ou plusieurs chromosome(s) en
entier lors de la division cellulaire) liés a des agents toxiques. Les micronoyaux sont des
entités cellulaires indépendantes du noyau principal, présentes au sein du cytoplasme. Ils
proviennent de la perte de fragments chromosomiques, voire de chromosomes entiers qui se
sont pas intégrés au noyau au cours de la division cellulaire. Leur formation est souvent la
conséquence d’une cassure chromosomique ou d’un dysfonctionnement du fuseau mitotique.
Ils reflétent une action génotoxique directe ou un mécanisme épigénétique, qui aboutissent
tous deux a l'apparition de mutations chromosomiques stables et héréditaires. Ainsi, ils sont a
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l'origine de clones de cellules initiées constituant la premiére étape de la cancérogenese.

Ce test est basé¢ sur la numération des cellules micronuclées. Il est maintenant largement
validé et fait ’objet d’une recommandation de ’OCDE (N°487).

Pour visualiser le noyau cellulaire et ces fragments, plusieurs colorants sont disponibles, dont
I’acridine orange. Ce colorant a la particularité de se fixer sur I’ADN et I’ARN. Grace a une
excitation dans le spectre bleu, I’ADN fluoresce en vert et I’ARN en rouge.

Des lames nettoyées a 1’alcool sont placées dans des boites de pétri de 10 cm de diamétre,
puis stérilisées par UV pendant une heure. Un échantillon est préparé dans une flasque de
75 cm?. A partir de cet échantillon, nous préparons une suspension cellulaire de 1.10* cellules
par millititres. 1 mL de cette suspension est déposé sur chaque lame. Pour assurer une
décantation et un début d’adhésion, nous attendons environ 30 minutes. Ensuite 10 mL de
MEM sont ajoutés dans chaque boite de pétri. Les boites sont incubées pour une durée de 24
heures.

A T’issue des 24 heures, le milieu de culture est retiré par aspiration et 10 mL de milieu
contenant le toxique sont introduits. Un témoin positif est réalisé par intoxication a la
mitomycine-C a 0,025 pg/mL (Sigma M-0503). Pour chaque concentration de toxique, nous
avons réalisé deux boites. Celles-ci sont incubées pour une durée de 24 heures. A I’issue de ce
délai, le milieu de culture est éliminé et nous introduisons un milieu contenant de la
cytochalasine B (Sigma C-6762) (bloquant la division cellulaire en mitose) a une
concentration de 3ug/L. Apres une nouvelle incubation de 24 heures, le milieu est retiré et les
lames sont plongées dans une solution froide de chlorure de potassium. La lame est ensuite
immergée dans une solution de Carnoy (mélange acide acétique / méthanol) pour fixer les
cellules sur la lames de maniére définitive. Les lames sont mises a sécher. Juste avant lecture,
une coloration est réalisée a 1’acridine orange (Sigma A-6014) a 40 pg/mL pour mettre en
¢vidence ’ADN. La lecture est réalisée sous un microscope a fluorescence Olympus BX-40
(cube Olympus UMNB).

Chaque test est réalisé 3 fois pour gagner en répétabilité. Chaque lame est parcourue 10 fois
dans sa largeur. L’ensemble des cellules visibles sont dénombrées et classées selon leur
nombre de noyaux pour le calcul de I’indice de division nucléaire et leur nombre de
micronoyaux. Sur chaque lame, un minimum de 500 cellules est lu. Le taux de micronoyaux
est alors calculé. L’indice de division nucléaire n’est utilisé que pour évaluer la qualité des
lames lues. 11 doit rester inférieur a 2.

3.3.2. Analyses statistiques

Pour chaque expérimentation, une analyse descriptive a été réalisée. Pour les études a faible
effectif, des tests non paramétriques ont été utilisés. Pour les tests a effectif suffisamment
important, la normalité de la distribution a été testée et des tests paramétriques ont alors été
utilisés.

Le logiciel SPSS version 19 a été utilisé.



3.3.3. Résultats

3.3.3.1. Test de viabilité cellulaire au bleu de Trypan

Les tests de viabilité cellulaire ont été effectués en tripliquat sur chaque composé a plusieurs
concentrations, ainsi que sur le mélange des trois, pour les deux temps d’exposition testés
(24h et 72h). Les résultats sont présentés dans les figures 3-5 a 3-8 ci-apres ainsi que dans les
tableaux en annexes.

a. L’ifosfamide

Test au bleu de Trypan pour I'lfosfamide
(pourcentage moyen de mortalité cellulaire)
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5 H 24h
H 72h
0
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Figure 3-5 Histogramme présentant la mortalité cellulaire (+/- écart-type) pour différentes
concentrations d’ifosphamide pour 2 temps d’exposition

L’observation de la mortalité cellulaire a I’aide du test au bleu de Trypan montre une mortalité
inférieure a 20% pour chaque concentration en ifosfamide.

De manicre générale, la mortalité cellulaire est supérieure pour une exposition de 24h par
rapport a une exposition de 72h (sauf pour les concentrations de 1pg/L et 100ug/L). Cet état
de fait est retrouvé dans le témoin négatif.

Toutefois, la mortalité cellulaire a 24h et 72h est significativement plus élevée parmi les
cellules exposées a I’ifosfamide que parmi les cellules du témoin négatif.

b. Le cyclophosphamide
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Test au bleu de Trypan pour le
Cyclophosphamide
(pourcentage moyen de mortalité cellulaire)
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Figure 3-6 Histogramme présentant la mortalité cellulaire (+/- écart-type) pour différentes
concentrations de cyclophophamide pour 2 temps d’exposition
Dans le cas du cyclophosphamide, les concentrations de 1 et 50ug/L ont une mortalité
cellulaire légérement supérieure a 20% avec respectivement 23,53 et 21,41%, le manque de
cohérence avec les résultats de mortalité a 100pg/L (<20%) nous a conduit a poursuivre avec
ces concentrations. Globalement la mortalité cellulaire est plus importante pour une
exposition au toxique pendant 24h que pour une exposition pendant 72h.

c. Le 5 Fluoro-uracile

Test au bleu de Trypan pour le 5 Fluorouracile
(pourcentage moyen de mortalité cellulaire)
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Figure 3-7 Histogramme présentant la mortalité cellulaire (+/- écart-type) pour différentes
concentrations de 5 Fluoro-uracile pour 2 temps d’exposition

La mortalité cellulaire pour une exposition au 5 fluoro-uracile reste, quelque soit le temps
d’exposition, inférieure a 12%. Dans le cas de cette molécule, la mortalité est plus importante

a 72h d’exposition qu’a 24h d’exposition.
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d. Le mélange des 3 composés anticancéreux

Test au bleu de Trypan pour le mélange des 3

anticancéreux
(pourcentage moyen de mortalité cellulaire)

18
16
14
12
10
8
6 H24h
4
2 H72h
0
N A\ A\ A\ A\ A\ A\ R

Figure 3-8 Histogramme présentant la mortalité cellulaire (+/- écart-type) pour différentes
concentrations d’un mélange de 3 anticancéreux pour 2 temps d’exposition

Lors du mélange de concentrations identiques des trois anticancéreux, la mortalité cellulaire
reste inférieure a 14% pour le benzo[a]pyréne et inférieure a 12% pour les mélanges de
toxiques. L’exposition a 24h de toxique induit plus de mortalité cellulaire que 1’exposition a
72h.

Les tests au bleu de Trypan montrent une mortalité cellulaire généralement inférieure a 20%,
ce qui nous permet de poursuivre les tests de génotoxicité avec les concentrations déja testées.

3.3.3.2. Test micronoyaux

Les résultats des tests des micronoyaux sont présentés dans le tableau III-5. Le témoin négatif
correspond a de 1’eau ultra-pure (solvant utilisé pour mettre en solution les anticancéreux), le
témoin positif est de la mitomycine C. Le temps d’exposition est de 24h, les tests sont réalisés
en tripliquats. C’est la moyenne des résultats qui est présentée dans le tableau III-1.



Tableau I1I-1 résultats des tests micronoyaux (exposition 24h)

Cyclophosphamide Ifosfamide 5 Fluoro-uracile Mélange
Indice de Taux de | Indicede| Tauxde Indice de Taux de Indice de Taux de

division | micronoyau | division | micronoyau | division | micronoyaux | division | micronoyaux
nucléaire X (%o) nucléaire X (%o) nucléaire (%o0) nucléaire (%o0)
Mltorgycme 1,73 1,87 1,74 2,11 1,75 1,97 1,78 2,25
100ug/L 1,72 2,22 1,44 1,26 1,6 1,81 1,63 1,53
50png/L 2,02 1,64 1,84 1,84 1,76 1,01 1,71 1,48
10pg/L 1,68 1,81 1,75 2,46 1,58 1,15 1,69 1,54
lpg/l 1,605 1,69 1,67 2,25 1,56 1,82 1,63 1,52
0,1pg/L 1,57 1,52 1,59 2,48 1,49 1,69 1,62 1,42
0,01pg/L 1,56 1,63 1,57 2,46 1,44 1,58 1,59 1,47
Blanc 1,69 1,15 1,71 0,96 1,475 0,99 1,68 0,97

L’intérét de I’indice de division nucléaire est d’évaluer la qualité¢ des lames lues. Cet indice
doit rester inférieur a 2. Dans la plupart des cas, cet indice est inférieur a 2 sauf pour la
concentration en cyclophosphamide de 50ug/L, qui a un indice de 2,02.

Concernant le taux de micronoyaux, dans le cas de I’ifosfamide les plus faibles concentrations
(0,01, 0,1, 1 et 10pg/L) présentent un taux de micronoyaux plus élevé que le témoin positif
(mitomycine C). Dans le cas du mélange des trois anticancéreux, le taux de micronoyaux est
compris entre les taux du témoin négatif (0,95%0) et du témoin positif (2,25%0). Le
cyclophosphamide semble étre la molécule la plus toxique. Toutefois, les tests statistiques ne
montrent pas de différence significative entre les taux de micronoyaux.

3.3.3.3. Test comeétes

Les résultats des tests des cométes sont présentés dans les figures 3-9 a 3-12. Elles regroupent
les données de pourcentage d’ADN dans la queue, pour une exposition a chacune des
molécules ainsi qu’au mélange des trois anticancéreux. Le témoin négatif correspond ici a de
I’eau ultra-pure et le témoin positif a du benzo[a]pyréne pour les deux temps d’exposition.
Pour chacune des expositions, 300 mesures ont été réalisées. Le tableau III-2, situé dans un
paragraphe ultérieur, présente les résultats de ces tests.

Les tests cometes ont été effectués sur 24 et 72h, ils ont été répliqués 3 fois (lecture de 300
cellules par concentration et par temps d’exposition). Le pourcentage d’ADN dans la queue
(données présentées en annexe), le Tail Extent Moment et 1’Olive Tail Moment ont été
relevés.



Test des comeétes (% ADN dans la queue) du
cyclophosphamide
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Figure 3-9 Histogramme présentant le pourcentage d’ADN dans la queue pour les tests
cometes effectués sur des cellules HepG2 pour différentes concentrations de
cyclophosphamide et deux temps d’exposition (24 et 72h)

Pour le cyclophosphamide, 1’exposition a 72h de toxique augmente le pourcentage d’ADN
dans la queue. Le taux d’ADN dans la queue est plus élevé que le témoin négatif pour une
concentration del00ug/L (exposition 24 et 72h) et pour des concentrations de 10 et 1pg/L
(exposition de 72h).

Test des comeétes (% d'ADN dans la queue) de
l'ifosfamide
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Figure 3-10 Histogramme présentant le pourcentage d’ADN dans la queue pour les tests
cometes effectués sur des cellules HepG2 pour différentes concentrations d’ifosfamide et
deux temps d’exposition (24 et 72h)
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Dans le cas de I’ifosfamide, toutes les concentrations de toxique pour une exposition de 24h a
I’exception de la concentration 0,001pg/L sont supérieures au témoin négatif. Pour
I’exposition de 72h, seules les deux plus fortes concentrations (100 et 50ug/L) sont
supérieures au blanc.

Test des comeétes (% d'ADN dans la queue) du 5
fluorouracile
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Figure 3-11 Histogramme présentant le pourcentage d’ADN dans la queue pour les tests
cometes effectués sur des cellules HepG2 pour différentes concentrations de 5 fluorouracile et
deux temps d’exposition (24 et 72h)

Sur les six concentrations en 5 fluorouracile testées, seules trois sont supérieures au témoin
négatif (50, 1 et 0,01pg/L). De plus, la moitié des tests d’exposition a 24h montre une toxicité
supérieure aux tests avec 72h d’exposition.
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Test des cometes (% d'ADN dans la queue) du
mélange
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Figure 3-12 Histogramme présentant le pourcentage d’ADN dans la queue pour les tests
cometes effectués sur des cellules HepG2 pour différentes concentrations d’un mélange des
trois anticancéreux et deux temps d’exposition (24 et 72h)

Dans le cas du mélange a concentrations égales des trois anticancéreux, 1’exposition a 50ug/L
pendant 72h présente le plus de pourcentage d’ADN dans la queue. De fagon générale,
I’exposition pendant 24h au mélange d’anticancéreux induit une quantité supérieure d’ADN
dans la queue que ’exposition a 72h.

Afin de quantifier la différence entre les temps d’exposition et les différentes concentrations
étudiées, des tests statistiques ont été réalisés. Le tableau III-6 présente les résultats
statistiques de ces tests.

De manicre globale, les résultats des témoins négatifs et des témoins positifs sont cohérents
entre eux. Pour ce test (cometes, % d’ADN dans la queue), aucun anticancéreux ne s’avere
aussi toxique que notre témoin positif. Pour la premiére fois dans nos tests de toxicité, une
relation dose-réponse semble se dessiner, dans la mesure ou les concentrations en
anticancéreux les plus fortes générent des pourcentages d’ADN dans la queue plus importants
que les faibles doses. Pour le test des cométes, il ne semble pas y avoir de différence de
toxicité entre I’exposition pendant 24h et I’exposition pendant 72h. Aucune molécule ne
semble beaucoup plus toxique que les autres au cours de ce test de génotoxicité.

Résultats des tests statistiques

Tous les résultats des tests de Kruskall-Wallis réalisés montrent une différence significative
avec un degré de significativité inférieure a 0,001par rapport au témoin négatif.

Il est donc nécessaire d’effectuer des tests complémentaires (test Mann-Withney) afin de
déterminer la nature de ces différences. Ces résultats sont présentés dans le tableau I11-2.



Tableau III-2 : résultats des tests statistiques par toxique et temps d’exposition, présentation
des valeurs de p (seuil de significativité fixé a 5%)

Exposition 24h Exposition 72h
% ADN | TaillEM OliveTM | % ADN | TaillEM OliveTM
Cyclophosphamide
Benzo[a]pyrene | 0,001 0,032 0,029 0,002 0,036 0,047
100pg/L | 0,017 0,005 0,011 0,001 0,029 0,024
50ug/L | 0,749 0,513 0,463 0,385 0,724 0,226
10pug/L | 0,753 0,492 0,774 0,001 0,299 0,245
lug/L | 0,534 0,572 0,443 0,044 0,007 0,078
0,1pg/L | 0,222 0,683 0,710 0,180 0,476 0,125
0,01pg/L | 0,295 0,743 0,211 0,495 0,570 0,645
Ifosfamide
Benzo[a]pyrene | 0,002 0,033 0,021 0,003 0,041 0,025
100pg/L | 0,009 0,006 0,011 0,015 0,006 0,011
50ug/L | 0,003 0,046 0,047 0,004 0,041 0,052
10pg/L | 0,001 0,365 0,471 0,120 0,559 0,201
lpg/L | 0,038 0,007 0,078 0,175 0,340 0,448
0,1pg/L | 0,367 0,391 0,322 0,367 0,391 0,322
0,01pg/L | 0,559 0,797 0,213 0,579 0,758 0,234

5 Fluorouracile

Benzo[a]pyrene | 0,002 0,024 0,038 0,048 0,041 0,036

100ug/L | 0,009 0,006 0,011 0,781 0,436 0,638
50pg/L | 0,043 0,024 0,034 0,048 0,016 0,019
10pg/L | 0,001 0,365 0,471 0,032 0,071 0,645

Ipg/L | 0,011 0,070 0,026 0,036 0,076 0,035

0,1pg/L | 0,542 0,573 0,282 0,772 0,698 0,794

0,01pg/L | 0,184 0,119 0,120 0,256 0,232 0,583

Mélange
Benzo[a]pyrene | 0,034 0,022 0,063 0,001 0,041 0,048
100pg/L | 0,538 0,273 0,110 0,195 0,474 0,272
50pg/L | 0,201 0,153 0,072 0,045 0,041 0,040
10pg/L | 0,33 0,494 0,332 0,694 0,584 0,525
Ipg/L | 0,413 0,498 0,534 0,272 0,849 0,524
0,1pg/L | 0,701 0,680 0,461 0,288 0,188 0,576
0,01pg/L | 0,748 0,716 0,373 0,369 0,613 0,510

%ADN : pourcentage d’ADN dans la queue
TailEM : Tail Extent Moment
OliveTM : Olive Tail Moment
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Les résultats significatifs sont présentés en gras dans le tableau. Dans le cas du
cyclophosphamide pour une exposition 24h, seule la concentration de 100ug/L montre une
différence significative avec le témoin négatif alors que pour une exposition de 72h, la
toxicité obtenue pour les concentrations de 100, 10 et 1pg/L est significativement différente
du blanc de référence.

Pour I’ifosfamide, les concentrations 100 et 50pg/L sont significativement différentes du
témoin négatif pour les deux temps d’exposition. Pour le temps de contact de 24h, les
concentrations 10 et 1pg/l sont également différentes du blanc.

Dans le cas du 5 fluoro-uracile, les concentrations 100, 50, 10 et 1pg/L sont significativement
différentes du test négatif pour une exposition a 24h de toxique. Les conclusions sont les
mémes pour 1’exposition a 72h sauf pour la concentration de 100ug/L.

Dans le cas du mélange des 3 anticancéreux, seule une concentration de 50pug/L de chaque
molécule pendant 72h montre des résultats différents de la concentration négative.

En dernier lieu, les résultats de chaque molécule et temps d’exposition pour lesquels plusieurs
concentrations sont significativement différentes, ont fait I’objet d’une analyse statistique a la
recherche d’une corrélation entre la dose de toxique et le taux d’ADN dans la queue des
cellules testées. Le test statistique du taux-B de Kendall a donc été effectué sur ces
concentrations et sont présentés dans le tableau I1I-3.

Tableau III-3 Résultats des tests de corrélation sur les molécules et temps d’exposition
considérés

Coefficients de corrélation | Significativité (p)
Cyclophosphamide 72h 0,091 <0,001
Ifosfamide 24h 0,281 <0,001
5 fluorouracile 24h 0,018 0,478
5 fluorouracile 72h 0,003 0,904

Les deux temps d’exposition au 5 fluoro-uracile présentent de faibles coefficients de
corrélation (0,018 et 0,003 pour 24h et 72h d’exposition respectivement) ; d’ailleurs, le seuil
de significativité a 5% est dépassé chaque fois avec une significativité de 0,478 et 0,904.
L’exposition a 72h de cyclophosphamide présente un coefficient de corrélation trés faible
(0,091) avec un p d’une valeur inférieure a 0,001.

Une exposition a 24h d’ifosfamide montre un coefficient de corrélation de 0,281 avec une
significativité inférieure a 0,001. La dose de toxique a laquelle les cellules sont exposées est
donc faiblement corrélée a ’apparition de cometes, et plus particuliérement au pourcentage
d’ADN présent dans la queue des cellules.

3.3.4. Synthese de notre recherche de relation dose-réponse

Notre évaluation des risques spécifique aux molécules anti-cancéreuses est pertinente car des
concentrations non nulles de cytostatiques sont retrouvées dans les eaux usées issus
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d’établissements de soins. Notre méthode de hiérarchisation a permis d’identifier trois
molécules prioritaires pour réaliser une EQRS : I’ifosfamide, le cyclophosphamide et le 5
fluoro-uracile.

Cependant, lorsque nous avons souhaité poursuivre notre méthodologie d’évaluation
quantitative des risques pour ces médicaments, nous nous sommes heurtés a un manque de
données concernant I’existence ou non d’une relation dose-réponse.

Nous avons donc mis en place une étude toxicologique pour ces trois anti-cancéreux (ainsi
que pour leur mélange a concentrations égales), étude comprenant des tests de viabilité
cellulaire au bleu de Trypan et des tests de génotoxicité (micronoyaux et cometes). Deux
temps d’exposition étaient testés (24h et 72h), ainsi qu'un gradient de concentrations pour
chaque molécule (100pg/L, 50ug/L, 10ug/L, 1ug/L, 0,1ng/L et 0,01pg/L). Pour chaque test,
un témoin négatif et un témoin positif étaient également réalisés.

En premier lieu, nos tests de viabilité cellulaire ont montré que la mortalité cellulaire est
supérieure pour une exposition de courte durée aux toxiques (24h) par rapport a une
exposition de longue durée (72h). Ces résultats peuvent paraitre surprenants, mais ils ont été
retrouvés pour les deux molécules alkylantes (ifosfamide et cyclophosphamide), ainsi que
pour nos témoins négatifs, t¢moin positif et pour le mélange d’anti-cancéreux. Néanmoins, un
phénomene inverse est observé dans notre travail pour une exposition au SFU : dans ce cas
particulier, la mortalité cellulaire est plus importante pour 72 h d’exposition que pour 24h.

De plus, nos tests de viabilité cellulaire ont mis en évidence que la toxicité des alkylants est
plus importante que celle de 1’anti-métabolite (< 10% de mortalité cellulaire pour le SFU
versus > 10% pour I’ifosfamide et le cyclophosphamide). Ils n’ont pas montré de relation
dose-effet évidente.

Ensuite, I’effet génotoxique de nos molécules a été¢ étudié au moyen de tests des micro-
noyaux. Cette fois, les résultats obtenus pour les témoins négatifs et pour les témoins positifs
sont cohérents entre eux (les valeurs sont proches).

La molécule présentant le plus grand taux de micronoyaux, et donc engendrant une
fragmentation chromosomique plus importante que les autres, est I’ifosfamide. Le 5FU et le
cyclophosphamide ne se distinguent pas I'un de 1’autre. Pour I’ifosfamide, les doses plus
faibles semblent engendrer un taux de micronoyaux plus important que les doses plus élevées.
La encore, aucune relation statistique n’est observée entre 1’augmentation de la concentration
d’exposition et la toxicité de la molécule.

Enfin, un second effet génotoxique de nos molécules prioritaires a été étudié grace a la
réalisation de tests des comeétes. Pour ces tests, nous avons analysé tout particuliérement les
résultats relatifs au pourcentage d’ADN dans la queue (les résultats des autres valeurs
obtenues, a savoir le Tail Extent Moment et 1’Olive Tail Moment, variaient de fagon
similaires). Les valeurs obtenues pour tous les témoins négatifs étaient proches entre elles, et
tous les témoins positifs présentaient des résultats similaires.

De manicre globale, aucune molécule ne semble plus toxique que 1’autre. Les toxicités apres
exposition a 24h et a 72h ne sont pas tres différentes. Par contre, une relation dose-réponse se
dessine puisque les concentrations en anti-cancéreux les plus fortes générent des pourcentages
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d’ADN dans la queue plus importants que les faibles doses.

Cette ¢bauche de relation dose-réponse est confortée lorsque nous réalisons les tests
statistiques ; pour la majorité des molécules, les concentrations élevées montrent une
différence statistiquement significative de toxicité avec le témoin négatif, alors que les
concentrations basses ne sont pas différentes de ce blanc. Et effectivement, le test de
corrélation réalis¢ afin de rechercher une relation entre la dose de toxique a laquelle les
cellules sont exposées et la toxicité (exprimée par le pourcentage d’ADN dans la queue)
montre D’existence d’une corrélation pour le cyclophosphamide a 72h d’exposition et pour
I’ifosfamide a 24h d’exposition. Cela dit, les coefficients de corrélation sont faibles.

Les résultats de nos deux tests de génotoxocité semblent donc en contradiction. Nous
discuterons cette situation dans notre partie 4.

3.4. Evaluation de I'exposition aux anti-cancéreux

3.4.1. Sources d’exposition professionnelle pour 'Homme

Les principales sources de contamination se trouvent dans le milieu professionnel, lors de la
préparation et de I’administration des chimiothérapies. Dans les années 70, des risques liés a
la manipulation des anticancéreux dans un milieu professionnel ont ét¢ mis en évidence
(Sessink, 1994). Ils ont conduit a la mise en place des unités centralisées de reconstitution des
cytostatiques (URC) dans les établissements hospitaliers, afin de mieux protéger les
manipulateurs.

3.4.1.1. L’indice de contact cytotoxique (ICC)

Cet indice vise a quantifier I’exposition des professionnels. Il prend en compte la fréquence de
préparation et d’administration d’anticancéreux pendant une période définie pour une méme
personne, et sur la durée de présence de cette personne pendant la période.

11 se définit selon la relation suivante :

ICC = (nR +nA) / nH

ou nR représente le nombre de reconstitutions ou de préparations réalisées par une méme
personne pendant une période déterminée,

nA représente le nombre d’administrations réalisées par une méme personne pendant la méme
période

nH représente le nombre d’heures de travail de la personne durant la période de temps
déterminée

139



L’interprétation de cet indice se fait de la maniére suivante :
- ICC > 3 = niveau III - dans ce cas, une unité centrale de reconstitution est justifiée ;

- ICC est compris entre 1 et 3 = niveau Il - dans ce cas, une unité centrale de
reconstitution centralisée est souhaitable ;

- ICC <1 =niveau I = dans ce cas, le niveau de précaution est minimale.

Toutefois, I’indice de contact cytotoxique ne prend pas en compte :

- lerisque li¢ a la substance chimique,

- la toxicité cumulative,

- le type de présentation des spécialités (lyophilisats, solution, etc.),

- le mode d’administration du médicament (intratubulaire, intravésicales, etc.).
Or ces ¢éléments peuvent influer sur 1’exposition des agents.

3.4.1.2. Les voies de contamination

Les différentes voies de contamination des humains par les cytostatiques sont :

- D’inhalation : lors de la reconstitution, les poudres cytotoxiques ou les liquides ayant
dissous la poudre peuvent s’aérosoliser. En effet, cette manipulation provoque souvent
une surpression dans le flacon qui contient la poudre. Cette surpression peut
s’échapper de maniere incontrdlée par le bouchon en caoutchouc du flacon, et polluer
I’environnement immédiat. De plus, le cyclophosphamide, le 5 fluoro-uracile et le
cisplatine sont susceptible de se volatiliser a température ambiante ;

- le contact cutané : différentes surfaces peuvent étre contaminées par les cytotoxiques ;
par exemple les flacons de médicament, les poches de reconstitution, les paillasses, les
sacs poubelle, les manchettes d’isolateur, les surfaces intérieures des isolateurs - PSC
ou PSM, les sols des pieces de reconstitution ou d’administration, les poignées de
portes ou de tiroirs, les combinés téléphoniques, les claviers d’ordinateur, etc. Le
passage cutané bien que difficilement quantifiable reste donc une source d’exposition.

- Dingestion : la principale source d’ingestion est le portage des mains souillées a la
bouche.

La diffusion hors du poste de préparation ou d’administration reste donc possible soit via la
création d’aérosols lors de la préparation, soit par le contact avec des objets (flacons, bacs,
plateaux) ou des EPI souillés, soit encore par des fuites des enceintes de protection collective.

L’inhalation et le contact cutané direct sont les principales voies d’exposition professionnelle.
L’INRS a mis au point une méthode d’analyse pour le dosage de cytotoxiques ou de leurs

métbolites dans les urines. Les molécules testées sont le cyclophosphamide, le S5fluoro-
uracile, le méthotrexate et I’ifosfamide.



3.4.1.3. Les mesures de protection sociale

11 est prouvé dans la littérature que la manipulation des cytostatiques présente un risque pour
la santé. Le tableau suivant (III-4) décrit les risques encourus par les personnes manipulant
réguliérement les cytostatiques.

Tableau III-4 Tableau présentant les effets néfastes observés chez les manipulateurs de
cytotoxiques (source : CClin Sud Ouest juillet 2002)

DcCl ATTEINTE CUTAMEE AUTRES CONTACTS
NEFASTES
Amsacrine Irritation
Bléomycine Allergie - causticité
Absence d'absorption
Chlormétine Irritation - causticité Muqueuse nasale
Cisplatine Allergie
Cyclophosphamide Irritation

Cytarabine
Dacarbazine
Dactinomycine
Daunorubicine

Doxorubicine

Estramustine
Fluoro-uracile
Ifosfamide
Lomusting
Méthotrexate
Mitomycine
Mitoxantrone
Plicamycine
Vinblastine
Vincristine
Vindésine

Absence d'absorption
Irritation

Causticité

Irritation

Irritation - absence
d'absorption

Irritation

Irritation

Irritation

Causticité

Irritation

Irritation

Absence d'absorption
Irritaticn

Irritation

Irritation

Irritaticon

Muqueuse nasale

Mugueuse nasale

Mugueuse nasale

Mugqueuse nasale

Ciculaine

Oculaine

De plus, un effet tératogeéne est craint. C’est pourquoi, selon la directive 92/85 CE du 19
octobre 1992, les femmes désirant une grossesse doivent prévenir le médecin du travail.
Celui-ci donne alors des recommandations pour I’évaluation du risque concernant la
manipulation des cytotoxiques (annexe 1) et pour une éventuelle éviction des taches a risque.
Le décret du 1% février 2001 renforce cette mesure : les femmes enceintes ou allaitantes ne
peuvent étre affectées ou maintenues a des postes de travail les exposants a des agents avérés
toxiques pour la reproduction.
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Mais les femmes enceintes ne sont pas les seules a étre protégées : la sécurité et le suivi
médical de tout le personnel des établissements de santé sont également trés encadrés,
notamment par le décret du 3 décembre 1992 qui prévoit la prévention du risque chimique
chez les agents exposés aux substances cancérogenes dans le secteur hospitalier. Le décret du
1 février 2001 vient également compléter ce dernier en fixant des régles particuli¢res de
prévention des risques cancérigénes, mutagénes ou toxiques pour la reproduction qui
modifient le code du travail. En effet, un travailleur ne peut exercer un travail en rapport avec
un agent cancérogene, mutagéne ou reprotoxique que suite a un examen effectué par un
médecin du travail ; la fiche d’aptitude du travailleur doit étre renouvelée tous les ans aprés
examen médical. Le dossier médical doit, quant a lui, indiquer la nature et la durée du travail
exposant, ainsi que les résultats des examens médicaux. Ce dossier doit étre conservé au
moins cinquante ans apres la fin de la période d’exposition.

3.4.1.4. Les techniques de protection en établissement

Les reconstitutions de cytotoxiques doivent faire 1’objet de protections collectives et
individuelles (EPI).

Les isolateurs, enceintes en surpression dans lesquelles I’acces au volume de travail se fait de
fagon étanche a l’aide de gants a manchettes, sont les équipements collectifs les plus
protecteurs. Ils interdisent tout contact entre les toxiques et les personnes qui les manipulent.
L’air insuftlé dans I’isolateur et 1’air sortant sont filtrés par des filtres HEPA, et les transferts
de matériels vers I'intérieur ou I’extérieur de 1’isolateur se font par des portes étanches, des
tunnels ou des sas. Dans ce cas, la protection des personnels repose sur I’étanchéité¢ de
I’enceinte, le port de gants épais et les filtres.

D’autres types d’enceintes peuvent €tre utilisés, non étanches mais dont les circulations d’air
maitrisées (toujours vers I’intérieur de la hotte) sont sensées protéger les préparateurs. Il s’agit
de postes de sécurité cytotoxique (PSC) ou de postes de sécurité microbiologique (PSM).
Dans ce cas, I'utilisation de protections respiratoires individuelles contre les aérosols solides
et contre les vapeurs doit étre évaluée en fonction de ’efficacité des postes (présenté dans le
tableau III-5).



Tableau III-5 Equipements de protections individuelles utilisés en unité centralisée (CClin
Sud Ouest juillet 2002)

1 — UNITES DE RECONSTITUTION CENTRALISEE

HOTTE A FLUX LAMINAIRE IsoLATEURS
Vetement
Veste + pantalon ou combinaizon stérile Vétement ﬁt&ﬁurTmnTl{hﬁs? ]
veste couvrante, &8 manches longues pantalon et veste__.) non stérle, couvrant, &

ressemmees aux poignets, col montant sur la | manches longues ressermreé aux poignets
cagoule,
bas du pantalon ensemré dans les bottes

respiratoire 2 usage unigue (type FFP2 Mon
ou FFP3 )

Si utilisation correcte de la hofte, le port
du masque esf facultatir’

Lunettes de protection

Facultatives =i utilization comecte de la hotte Non

Stériles, usage unigue, latex, non poudrés, Stériles, latex
Epaisseur au moins égale a 0,009 inches ou
230 um (épaisseur éguivalente & celle des
gants de chirurgie)

double paire (la premiére paire en dessous
des poignets de la blouse stérile, la deuxiéme
paire & manchette longue recouvrant les
poignets de la tunigue) jonction entre le gant
et le vétement : absence de partie découverte
du poignet et du bras

Cagoule

Couvrant Fensemble de la chevelure

Chaussures spécifiques

Bottes desiniectees ou stenlisees Surchaussures
| 'utilisation d'un gant intérieur en nitrile ef d’un gant externe en latex peut &fre
envisagée.
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Il peut parfois arriver qu’une reconstitution de cytostatiques non centralisée soit nécessaire,
notamment en dehors des heures de fonctionnement des URC. Dans ce cas, les personnels
soignants sont incités a se protéger de manicre a éviter tout contact avec les cytostatiques
(présentation dans le tableau I11-6).

Tableau III-6 Equipements de protections individuelles nécessaires lors d’une reconstitution
non centralisée, en unité de soins (CClin Sud Ouest juillet 2002)

Eléments de la tenue Caractéristiques
Surblouse Manches longues, resserrée aux poignets, usage unique
Masque De soins (éviter la contamination de la préparation

Lunettes de protection

Gants e Stériles, usage unique, latex, non poudrés, épaisseur au
moins égale a 0,009 inches ou 230um (épaisseur
équivalente a celle des gants de chirurgie)

e Double paire (la premicre paire en dessous des poignets
de la blouse stérile, la deuxiéme a manchettes longue
recouvrant les poignets de la tunique)

Cagoule Couvrant I’ensemble de la chevelure

Chaussures spécifiques Surchaussures

Certaines mesures d’hygiéne collectives et individuelles doivent étre observées au sein des
unités de reconstitution des cytostatiques :
- existence d’un vestiaire permettant de séparer les vétements de ville et les vétements
de travail ;

- ne pas boire, manger, fumer ou macher de chewing gum dans les locaux de travail ;

- manger dans des locaux propres, apreés avoir quitté ses vétements sales et s’étre
nettoy¢ le visage et les mains ;

- ne pas emporter les vétements de travail a D’extérieur. Leur nettoyage doit étre
organisé par I’entreprise ;

- Dentretien des locaux doit faire I’objet d’un programme particulier et étre effectué¢ par
du personnel formé et informé.

Dans les établissements de soins, la préparation des cytostatiques est sous la responsabilité de
la Pharmacie a Usage Intérieure. Pour les centres référant en cancérologie. la centralisation est
obligatoire ; elle est recommandée dans les autres établissements de santé.

La conception des locaux dans lesquels sont préparés les cytotoxiques doit répondre a des
criteres de choix des matériaux (ex. : choix des sols, des murs, des plans de travail, des faux
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plafonds, etc.). Lorsque la reconstitution se fait dans une unité centralisée, d’autres critéres
doivent é&tre pris en compte comme la proximité de I’approvisionnement en matiéres
premieres et consommables, ou la relation avec les services consommateurs des spécialités
préparées.

Tableau III-7 Descriptifs des locaux en fonction du type d’équipements pour la reconstitution
des cytotoxiques (source : CClin Sud Ouest juillet 2002)

Tableau : Descriptif des locaux en fonction du type d'éguipement pour la
reconstitution des cytotoxiques

HOTTE A FLUX LAMINAIRE ISOLATEUR

Piece de stockage résenée aux opérations suivantes
Ouverture des cartons, stockage primaire des soluthons de grand volume, des spécialilés of des.
consommables.

Bureau avec une zone d'archivage
Il sert a Facte pharmaceutique avec entre auvires ka documentation, be dossier patient, ke systéme
informatique et les protocoles de préparation.

Sas d'habillage Sas d'habillage
Divisé en 2 piéces = 1 seul piéce permettant le
= une dite "sale” pour le déshabillage et déshabillage, le lavage des mains et
Ie lavage des mains I'habillage specifique

* [autre dite "propre” pour 'habillage
spécifigue avec un traitement de l'air
de classe B=[505

Aules slements

= Egquipement du poste de lavage des
mains dans la zone dite “salke”

*  Pas de porte coulissante

Pas d'ouveriure simultanée des

différentes portes

Sas d'entrée des dispositifs médicaux et des médicaments

Pigce de préparation
Climatisation pour la conservation des médicaments slockés
Deux rones de paillasses
= yne pour la préparation du matenel et des medicaments introduits sous hotte ou
isolateur
= |a seconde pour le conirdle des préparations et du conditionnement.
Zone de stockage avec étagéres pour les produits consommables et un
réfrigérateur pour les spécialités 4 conserver 3 +4°C.
Wisible de |a zone du bureau

Classe B=1505 Classe D =150 8
Systeme de surpression et de fittration Systéme d'évacuation et d'extraction des
d'air gaz vers l'extérieur
Moyen de communication avec le bureau | Dispositif d'exiraction de lacide
{interphone, téléphone..) peraceétique Installation d'air comprimé et
Systéme d'évacuation extérieure de 'air | d'un évier pour le test d'étanchéité des
de la hotte gants.
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Dans tous les cas, une piéce doit étre réservée a 1’activité de reconstitution des cytostatiques
dans les unités de reconstitution. Ce local doit avoir un systéme de traitement d’air adapté et
un sas d’habillage. La maintenance et les contrdles des équipements doivent faire 1’objet
d’une tragabilité. Chaque établissement doit mettre en place une politique de controle d’air
intérieur présentée dans le tableau III-8. La norme ISO 14644-1 définie le nombre de points a
prélever. Plus récemment, la norme révisée ISO 90-351 (avril 2013) impose des contraintes
techniques (taux de renouvellement d’air, cinétique de décontamination...).

Tableau III-8 Listes des points a prélever en fonction de la norme ISO 14644-1(CClin Sud
Ouest juillet 2002)

TYPE DE
LIEUX NOMBRE PRELEVEMENTS ClIUAND RESULTATS ATTENDUS
Salle de 2 3 3 prelévements | Particulaire En repos 3 500 particules = 0,5um/m’
préparation |a chaque point
avec hotte
Aérobiocollecteur |En activité | 10 UFCIm®
Salle de 2 3 3 prélévements | Particulaire En repos 3 500 000 particules = 0,5pm/m®
préparation |3 chaque point
avec Aérobiocollecteur |En activité | 200 UFC/m’
isolateur
Hotte 3 flux |2 3 3 prélévements | Particulaire En repos 3 500 particules = 0,5um/m’
laminaire |3 chaque point
Aérobiocollecteur | En activité | Pas d'indication’
Isolateur |2 3 3 prélévements | Particulaire En repos 3 500 particules = 0,5pm/m?
a chaque point
Aérobiocollecteur |En activité | < {UFCI m?

"En raison de contraintes techniques

Les prélévements doivent étre effectués au repos, en absence de personnel, a ’arrét de
production apres un bref temps d’épuration de 15 a 20 minutes. Ils visent a évaluer la qualité
du systéme de traitement d’air et du bionettoyage.

3.4.1.5. Les mesures de protection en soins a domicile

Le dernier Plan Cancer souhaite faciliter 1’administration de chimiothérapies a domicile (il
favorise de maniere plus générale tous les soins a domicile). Le rapport de la commission
d’orientation sur le cancer va également dans ce sens: le chapitre 4 met en avant le
développement de la chimiothérapie & domicile. Dans le méme rapport, le chapitre 6 souléve
des questions qui devront étre réglées : sur le plan réglementaire mais aussi sur le plan de la
sécurité des soins. Il y est notamment fait état de I’'importance de la protection des
travailleurs.

La préparation et I’administration de cytotoxiques a domicile sont donc encore mal encadrées
pour D’instant. Une des propositions visant a améliorer cette situation consiste en
I’appartenance des personnes autorisées a manipuler les produits cytostatiques a un réseau de
santé.
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3.4.1.6. La gestion des déchets

Les déchets treés concentrés générés a 1’intérieur des enceintes de préparation doivent étre jetés
dans une poubelle placée a I’intérieur de I’enceinte. Les EPI (gants, surblouse, protection
respiratoire) doivent étre collectés dans des sacs dédiés et étiquetés. L’ensemble de ces
déchets est traité par une filiere d’élimination spécifique « cytostatiques » : il sera incinéré a
plus de 1200°C. En effet, ’OMS recommande I’¢limination par incinération a une
température de 1200°C avec double foyer de combustion pour les médicaments
anticancéreux.

Les cytostatiques dilués (par exemple les poches administrées au patient de facon incompléte)
sont éliminés dans la filiere des déchets d’activités de soins a risque infectieux (DASRI, a
plus de 850°C).

Enfin, les médicaments périmés peuvent étre soit éliminés en filicre DASRI, soit retournés
aux laboratoires pharmaceutiques.

Aucune mesure d’¢élimination des excrétas de patients traités a 1’aide d’anticancéreux n’est
recommandée.

3.4.2. Exposition environnementale

L’exposition aux cytostatiques présents dans 1’environnement est effective par le biais de
I’eau: baignade dans une eau contaminée, ingestion d’eau contenant des traces
médicamenteuse.

3.4.2.1. Les eaux de baignade

Le contrdle de la qualité des eaux de baignade est défini par la directive européenne
76/160/CEE de 1975, transposée dans les articles L.1332-1 (et suivants) et D.1332-1 (et
suivants) du Code de la Santé Publique, relatifs aux baignades et aux piscines. Les dangers
visés par ces textes sont essentiellement microbiologiques (gastro-entérite, ORL).

La nouvelle directive européenne du 15 février 2006 fait évoluer la réglementation. Elle
remplacera la directive de 1975 progressivement jusqu’au 31 décembre 2014. Cette directive
doit modifier la gestion et le controle de la qualit¢ des eaux de baignade. Dans ce nouveau
texte, seuls deux paramétres microbiologiques seront pris en compte (les entérocoques
intestinaux et E. coli). Du point de vue du risque chimique, les phénols et les huiles minérales
sont recherchés ; la recherche des parameétres physico-chimiques est devenue facultative.
Cette nouvelle directive a été transposée au droit frangais avec la loi sur 1’eau et les milieux
aquatiques du 30/12/2006. Le décret 2008-990 du 18 septembre 2008, ainsi que les deux
arrétés du 22 et 23 septembre 2008, ont achevé sa transposition réglementaire.
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3.4.2.2. L’ingestion

L’évaluation de I’exposition par ingestion est extrapolée de la maniére suivante: il est
classiquement admis qu’un adulte ingere 2L d’eau par jour pendant une durée de vie moyenne
de 70 ans. La durée a été choisie en fonction de la publication de Webb, 2003 (présentée en
partie 1). Cette extrapolation nous a permis d’appréhender les doses cumulées de résidus de
médicaments ingérées avec 1’eau de boisson, et de les comparer aux doses thérapeutiques
pour chaque molécule.

3.5. Calcul du risque

Nous avions I’intention de faire 1’évaluation du risque selon deux scénarios d’exposition.

Le premier était un scénario d’exposition professionnel tenant compte de trois voies
d’exposition qui étaient 1’inhalation, le contact et I’exposition via 1’alimentation.

Le second scénario s’appliquait a la population générale et concernait 1’exposition par voie
alimentaire.

Le nombre d’hypothéses a appliquer pour la réalisation du scénario professionnel est trop
important pour pouvoir construire un calcul de risque. En effet, il est difficile de quantifier
I’exposition réelle des professionnels a I’inhalation, au contact et a I’ingestion de molécules
anticancéreuses via les eaux usées avec lesquels ils sont en contact car rien dans la littérature ,
sauf pour la voie d’inhalation , ne nous renseigne sur de telles données . En particulier
I’exposition par contact est théoriquement impossible pour le passage trans-cutané chez les
professionnels respectant les mesures d’hygiéne au travail mais cependant possible en cas
d’accident ou de non-respect de ces mesures conduisant a une prise de risque difficile a
estimer.

En revanche, on pourrait étre tent¢ de déterminer le risque par ingestion d’eau contenant de
I’Ifosfamide pour la population générale. En effet, le parametre caractérisant I’exposition par
la boisson est internationalement reconnu et cette molécule est la seule pour laquelle les tests
de génotoxicité en laboratoire ont montré des résultats positifs.

Selon la nature génotoxique de la molécule étudiée, la construction de la VTR est sans seuil
de dose en accord avec I’arbre décisionnel construit par I’AFSSET (figure 3-13).
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Afsset - RAPPORT « Construction de VTR cancerogenes »

Saisine « VTR Cancer »

"‘-h..*____“__

C:*"’-— Substance cancérogéne
{mise en évidence de tumeurs chez Mhomme etfou I'animal)

L 4

Série de tests de génotoxicite

<

e,

—l---_'-‘--"-’l-'.-d

¥
Substance Cas intermédiaire :
genotoxique données limitées pour conclure
directe ou a lexistence du potentiel
indirecte genotoxique ou non
genotoxigue

Substance non génotoxigue etiou
données sur ke mécanisme d'action
tendant & montrer I'existence d'une
toxicité non génctoxigue (présence

d'un =euil)

L

Substance toxique sur le fuseau

mitotique ou sur les

Substance mutagéne (mutations fopoisomerases
génétiques et chromosomigues) : dont certaines substances
Sy 1 ansugenes ef clastogenes
- - :
Sy ¥
¥ Cas limites diinterprétation des tests
Altérations de FADM Conclusions peu claires
claires et argumentees Génotoxique 4 des doses d'essais =DMT ou
action indirecte sur PADN
Abszence de seuil Jugement d'experts Presence d'un seuil
- - ';.ﬁ;" b 7 .
lf" - L
o .
L 2 P ol
Construction d'une VTR cancérogeéne Construction d'une VTR cancérogéne
zans seuil (chapitre 6) a seuil [chapitre 5)

Figure 2 : Schéma d’aide a la décision sur Fhypothése de construction des VTR cancérogénes

Mai 2010 page 51

Figure 3- 13 Schéma d’aide a la décision sur I’hypothése de construction de VTR
cancérogene (source : AFSSET, 2010)
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D’aprés la campagne nationale d’analyses relative a la présence de résidus de médicaments
dans les eaux, la concentration d’Ifosfamide serait inférieure au nanogramme par litre.
(ANSES, 2010) .Le peu de données retrouvées dans la littérature, nous meéne a extrapoler
cette valeur a partir des concentrations retrouvées en sortie de station d’épuration.

D’apreés I’AFFSET (2008) les concentrations en sortie de STEP sont de ’ordre de 0,1 pg/L,
en respectant les gradients de concentrations retrouvés dans les environs aquatiques
(développés en partie 1) et selon Kim, 2007, une concentration d’environ 0,1ng/L
d’Ifosfamide dans 1’eau destinée a la consommation humaine seraient retrouvée.

Dans le cas d’une construction de VTR sans seuil de dose, on peut reprendre la relation dose-
effet identifiée dans la partie 4.3 page 124. Cette courbe peut étre assortie d’un intervalle de
confiance a 95%. Sa représentation est présentée sur la figure 3-14.

Représentation graphique du pourcentage d'ADN dans la queue
pour le test des cométes Ifosfamide 24h

w

O
\v/

N
g

20 @ moyenne
¢ .
15 B B
® WIC95-
| 10
C
‘ - IC95+
r T O T 1
0,01 0,1 1 10 100

Figure 3-14 Représentation graphique du pourcentage d’ADN dans la queue lors du test
comete pour les cellules HepG2 exposées a 24h d’Ifosfamide

L’exces de risque unitaire (ERU) est généralement représenté par la pente de la droite figurant
la relation entre les doses testées et les effets induits. Ici nous avons choisi de ne pas figurer la
pente de la droite de ’intervalle de confiance a 95% puisque la relation ne semble pas suivre
une relation linéaire.

Ces résultats nous semblent trop incertains pour pouvoir conclure sur un éventuel risque pour
la santé publique.

De plus, plusieurs auteurs ont montré une trés faible probabilit¢ de risque pour la santé
humaine due a I’ingestion d’eau contaminée par de 1’Ifosfamide, méme aux doses retrouvées
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dans les eaux superficielles. Ainsi Kiimmerer et al. en 2010 montraient qu’une ingestion
d’Ifosfamide de 10g lors d’un traitement anti cancer sur quelques mois augmenterait le risque
de 1,5 (Risque Relatif = 1,5). L’apport par 1’eau de boisson, c’est-a-dire 2 litres d’eau par jour
pendant 70 ans apporterait de 10-3 a 10-4 fois moins d’Ifosfamide que cette dose
thérapeutique, ce qui conduirait en premiere approximation a n’absorber 1’équivalent de cette
une dose thérapeutique que sur une vie entiére environ.

3.6. Synthése de I’évaluation des risques

Notre évaluation des risques a été réalisée en suivant la méthodologie classique d’une
¢évaluation quantitative des risques ; elle comprenait une premiere étape d’identification du
potentiel dangereux en ayant une connaissance du mode d’action des molécules étudiées, puis
une évaluation d’une potentielle relation dose-effet, puis une évaluation de 1’exposition des
populations aux anticancéreux, pour terminer avec un calcul de risque.

Pour les anticancéreux sélectionnés, nous nous sommes aper¢us du manque de données
relatives a leur toxicité. Ainsi, il a fallu déterminer s’il existait une relation dose-effet ; notre
méthodologie s’est basée sur la conduite de tests génotoxiques in vitro (test des comeétes et
test des micronoyaux). Ces tests ont été pratiqués sur une lignée cellulaire issue
d’hépatocarcinome humain, avec capacités enzymatiques préservées. La disponibilité et la
connaissance de la lignée HepG2 ont fait que les tests étaient plus aisés a faire. De plus, le
foie est le premier organe a métaboliser le cyclophophamide et I’ifosfamide ; I’utilisation cette
lignée semblait donc adaptée. Néanmoins, une autre lignée cellulaire, non issue d’un
carcinome, aurait peut &tre donné lieu a des résultats différents. Ainsi, afin de garantir la
fiabilité de nos résultats, il serait nécessaire de répéter nos tests sur des cellules saines.

Les concentrations testées sont celles retrouvées dans les différents compartiments aquatiques
(eaux usées avant et apres station d’épuration et avant et apres station de potabilisation) c’est-
a-dire 0,01, 0,1, 1, 10, 50 et 100png/L. Le test de mortalité cellulaire au bleu de Trypan ne
présentait pas de mortalité élevée pour ces concentrations. Nous avons donc choisi d’utiliser
ces concentrations pour chaque test de génotoxicité.

Le test micronoyaux ne montrait pas différence significative entre le témoin négatif et les
différentes concentrations testées. Des tests complémentaires pourraient permettre de
confirmer ces résultats qui restent a confirmer par d’autres tests in vitro, in vivo et des études
épidémiologiques.

Le test des cometes, par contre, montre des différences significatives avec le témoin négatif
(eau ultra pure) pour les cellules exposées a 72h de cyclophosphamide, a 24h d’ifosfamide et
aux deux temps d’exposition pour le 5 fluoro-uracile. Aucune différence significative n’a
cependant été mise en évidence pour le mélange des trois anticancéreux. Le test de corrélation
du Tau-B de Kendall montre une trés faible corrélation (0,091) entre la dose de
cyclophosphamide et les dommages sur ’ADN dans le cas d’une exposition a 72h de
cyclophosphamide. Dans le cas de 1’exposition a I’ifosfamide, une corrélation un peu plus
importante a été mise en évidence (0,281), mais elle reste faible. Une de nos hypothéses a



cette corrélation faible est que la relation entre la dose de toxique recue et les effets sur I’ADN
des cellules n’est pas linéaire mais suit une courbe a seuil de doses. Cette hypothese a été
envisagée lors du calcul du risque

L’évaluation de I’exposition hors contexte professionnel semble étre limitée a 1’ingestion
d’eau de boisson contaminée, ou d’aliments rincés avec une eau contenant des anticancéreux.
L’exposition par contact dans les eaux de baignade par exemple est difficile a évaluer en
raison du manque de connaissances sur le passage transcutané de molécules anticancéreuses.

L’exposition professionnelle reste la principale source d’exposition. La réglementation a
évolué en instaurant la préparation en unité centrale de production, un suivi médical plus
adapté et une restriction de préparation aux femmes enceintes ou allaitantes.

L’augmentation des chimiothérapies a domicile transfere les sources d’exposition et nécessite
une mise en place d’équipements de protection individuelle et de gestion des déchets adaptés.

Le calcul du risque a été envisagé selon deux scénarios ; un professionnel qui prendrait en
compte les trois principales voies d’exposition et un second qui tiendrait compte de la voie
d’exposition orale via I’alimentation pour la population générale. Le calcul de ce risque est
pour le moment impossible a réaliser les hypothéses sont trop nombreuses pour construire un
calcul vraisemblable.

En revanche le calcul du risque pour le scénario par l’ingestion d’eau de la population
générale, nous conduisent a un exces de risque unitaire de 0,29. Ce résultat est alarmiste
compte tenu de la littérature sur le sujet qui avance une absence de risque pour la santé de la
population.

Une publication concernant 1’évaluation des risques pour une utilisation d’eau potentiellement
chargée en anticancéreux est en cours d’écriture et sera soumise a le revue International
Journal of Hygiene and Environemental Health.



4. Discussion générale

L’objectif de ce travail de thése est d’évaluer le risque pour la santé des populations qui
utiliseraient de I’eau potentiellement contaminées par des résidus de médicaments et en
particulier des molécules anticancéreuses.

4.1. Etat des lieux de Ia présence des résidus de médicaments
dans I’environnement aquatique et risque inhérent pour la santé

- Accessibilité des données
Le travail effectué¢ lors de notre collecte des données couvre un panel trés important de

molécules (médicaments, phtalates, bisphénol A), retrouvées dans les eaux usées mais aussi
jusqu’au robinet du consommateur. Cette étude de grande ampleur a ét¢ menée dans 1’objectif
de caractériser la qualité de 1’eau. Elle nous a permis d’objectiver la présence de nombreuses
classes thérapeutiques dans les différents types d’eaux environnementales. Toutefois, cette
masse de données induit la nécessité de faire des choix.
Ainsi, en premier lieu, nous avons choisi de focaliser nos recherches sur les eaux les plus a
méme de représenter un risque pour la santé humaine :

- les eaux usées puisqu’elles sont rejetées dans les eaux de surface apres traitement dans

une station d’épuration,

- les eaux destinées a la consommation humaine.
En second lieu, nous ne pouvons mener nos études de risque sur la totalit¢ des molécules
identifiées dans les eaux environnementales. De ce fait, nous avons été amenés a construire
une méthodologie originale de hiérarchisation des risques inhérents aux résidus de
médicaments. Cette méthodologie est présentée de maniere détaillée dans la partie 2, elle n’est
donc pas explicitée dans cette partie.
Bien entendu, les données entrées dans notre modele de hiérarchisation des risques en santé
humaine liés aux résidus de médicaments sont issues de notre revue de la littérature.

Le recueil de données s’est effectu¢ a travers des publications de niveaux national et
international. Mais nous n’avons pas pu nous contenter de cette source de données car
beaucoup de travaux concernant la présence environnementale de résidus de médicaments
sont restés confidentiels, non publiés. Ainsi, nous avons également inclus des données issues
de theses d’exercice et de doctorat. Des rapports d’agences telles que I’ANSES, ANSM,
I’Académie de pharmacie, I’Agence de I’eau (Seine-Normandie, Rhin-Meuse) concernant les
masses d’eaux ont aussi été consultés, analysés et exploités. Enfin, afin de compléter nos
connaissances, nous avons ¢té amenés a utiliser des données locales propres au CHU de
Nancy et a la STEP de Maxéville qui gére les eaux usées de cet établissement.

Bien que minutieuses et extrémement chronophages, nos recherches n’ont pas pu étre
exhaustives puisque beaucoup de données ne sont pas publiées a I’heure actuelle. Il est certain
que des données complémentaires permettraient d’affiner les connaissances concernant la



pollution médicamenteuse des eaux.

Aujourd’hui, aucun organisme public n’est mandaté afin de collecter les données de pollution
médicamenteuse des différentes masses d’eau. En effet, la réglementation francaise n’oblige
ni les collectivités territoriales, ni les industriels a rechercher une pollution d’origine
médicamenteuse de fagcon systématique et obligatoire. Et lorsqu’ils recherchent cette notion,
les industriels du domaine de « I’eau » gérant de station de traitement des eaux usées ou de
distribution de '’EDCH ne communiquent pas les résultats d’analyses menées de fagon
interne.

De cette facon, le consommateur n’a aucune information sur la qualité de I’eau qu’il utilise
(d’un point de vue médicamenteux); pourtant la qualit¢ de I’eau en général et sa
contamination potentielle en micropolluants (ex. : pesticides, médicaments) sont des questions
récurrentes et constituent une préoccupation permanente pour 1’opinion publique.

Des initiatives telles que celles de I’institut national de la consommation (INC) a travers le
magasine « 60 millions de consommateurs » (avril 2013), qui analysent de 1’eau en bouteille
et de I’eau du robinet a la recherche de résidus de médicaments et de pesticides, alertent les
consommateurs et insistent sur la question du non-contrdle systématique de ces pollutions
dans les eaux de consommation.

Toutefois, cette absence de transparence peut étre amenée a changer dans les années qui
viennent.

Nous avons rencontré la méme absence de résultats pour les prélevements d’effluents des
centres de soins. Il est vrai que les établissements de soins, eux non plus, ne sont pas tenus de
pratiquer des recherches de pollution d’origine médicamenteuses dans leurs effluents.
Lorsqu’elles sont réalisées, les analyses se font donc suite a une étude menée par le service
« environnement » du centre hospitalier lorsque le budget le permet, ou lors de campagnes
d’analyses issues de projets de recherche financés par des organismes souvent indépendants
des établissements concernés. Certaines données recueillies lors de ce travail sont donc issues
de travaux internes (CHU de Nancy), de travaux de théses (Mullot, 2009) ou de travaux
internationaux (Swedish Medical Product Agency, 2004). Ces données et leur exploitation
sont donc parcellaires et propres a I’environnement particulier auquel appartient
I’établissement de soins dans lequel elles ont été réalisées.

A défaut de données de qualité d’eaux usées, les quantités de médicaments délivrés aux
patients ont ¢été recherchées auprés des pharmacies a usage intérieur de plusieurs
¢tablissements de soins. Dans ce cas encore, les données ne sont pas faciles a obtenir. Pour
preuve : seul un centre hospitalier a accédé a notre demande.

- Cohérence des données
Comme expliqué dans le premier paragraphe de notre discussion, les données dont nous
disposons sont issues de sources d’information trés disparates. Nous avons donc tenu a
vérifier la cohérence des informations recueillies par les différentes sources. La question que
nous nous posions était la suivante : y a-t-il des molécules présentes dans les effluents de
STEP qui n’ont pas été étudiées dans les EDCH ?
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Enfin, une des limites de notre analyse est que les stations d’épuration dont les données ont
été traitées, sont toutes équipées de traitements primaire, secondaire et tertiaire (niveau de
traitement le plus couramment utilis¢ en France). Il serait intéressant de rechercher les
capacités d’épuration des molécules médicamenteuses par des stations avec un traitement
quaternaire, ou incluant un traitement a 1’ozone.

Nous n’avons pas pu retrouver de données explorant cette situation.

4.2. Méthode de hiérarchisation

Suite au constat du rejet dans les eaux usées de nombreux résidus de médicaments non
épurées par les stations d’épuration ou de potabilisation, nous nous sommes intéressés aux
risques pour la santé humaine de la consommation quotidienne d’eau potentiellement polluée
en résidus de médicaments. La quantité de molécules potenticllement présentes étant
importante, il s’aveére impossible de mettre en ceuvre une évaluation des risques pour chacune
d’entre elle. Une solution a donc été recherchée afin de connaitre les molécules prioritaires
pour lesquelles le risque doit étre évalué en premier lieu. Ainsi, nous avons proposé une
méthode de hiérarchisation des résidus pharmaceutiques.

4.2.1. Etat des connaissances

Il est mondialement établi que des résidus de médicaments contaminent I'environnement et
sont responsables d'effets toxiques sur les écosystémes présents dans les milieux aquatiques.
Afin d'évaluer l'impact de ces polluants émergents dans ces milieux, plusieurs méthodes de
hiérarchisation ont déja été mises en place dans différents pays européens et en France.

Ces ¢tudes, qui se basent le plus souvent sur la méthode développée par I'agence européenne
du médicament (EMEA) pour I'évaluation de risque lié a la présence de composés
pharmaceutiques dans l'environnement, permettent de calculer un ratio de danger entre une
concentration prédite dans l'environnement (PEC) et une concentration prédite sans effet
(PNEQ).

La principale limite de cette méthode, déja soulignée par plusieurs études (Fent, 2006 ;Stuer-
Lauridsen, 2000 ; Besse, 2008 ; Carlsson, 2006 ; Crane, 2006 ; Jones, 2002 ; Lange,2002), est
liée au manque de données d'écotoxicité ne permettant le calcul dune PNEC que pour un
nombre restreint de molécules.

Par ailleurs, le calcul de la PEC qui prend en compte la consommation, le métabolisme et
I'élimination en station d'épuration dépend des profils de consommation de la zone d'étude,
des différences génétiques entre les individus et des procédés utilisés pour le traitement des
eaux dans les stations d'épuration. Les listes de molécules prioritaires qui sont identifiées au
moyen de cette méthodologie ne sont donc pas forcément généralisables d'un pays a un autre,
voire d'une région a une autre.



D'autres méthodes de hiérarchisation basées sur les propriétés physico-chimiques des
substances actives, en particulier sur leurs potentiels de persistance et de bioaccumulation, ont
donc vu le jour ces derniéres années. Mais la encore des disparités spatio-temporelles peuvent
étre observées en raison de la multitude des facteurs influengant ces parametres dans
I’environnement : la saison, la météorologie, la nature du milieu récepteur, etc.

C'est pourquoi il parait nécessaire de répéter des évaluations de risque a petite échelle (région,
département, commune ou encore ¢établissement hospitalier) pour ensuite appliquer les
résultats a des zones d'études plus importantes, présentant un profil de consommation et des
caractéristiques hydrogéologiques comparables. Ces spécificités apparaissent d’ailleurs dans
les résultats des articles que nous avons analysés.

4.2.2 Construction de notre méthodologie de hiérarchisation

4.2.2.1. Molécules candidates

Seules les substances actives et les molécules synthétiques ont été inclues a notre liste de
molécules candidates. Les excipients sont en effet par définition des molécules dénuées
d'action pharmacologique et par conséquent moins susceptibles d'induire des effets toxiques
sur les organismes aquatiques. Certaines études ont cependant montré que ces composés ne
sont pas totalement inoffensifs puisque des phénomenes allergisants ont été observés chez
I'Homme (Barbaud, 2005 ; Bourgeois, 1989). Les molécules naturelles utilisées en
thérapeutique, qui ne comptent plus que pour 5 % de la pharmacopée, contribuent quant a
elles a une part trés minime de la concentration retrouvée dans l'environnement. Au
Danemark, Christensen en 1998 a calculé les quantités de 17B-estradiol et de ses métabolites
excrétés naturellement par les femmes et les animaux femelles, ainsi que la part liée aux rejets
médicamenteux. Il a ainsi établi que [’utilisation médicamenteuse du 17B-estradiol ne
représentait que 5 % des émissions naturelles.

Dans notre travail, les molécules candidates ont été sélectionnées a partir des médicaments
consommés par un établissement de soins. Ces données sont celles auxquelles nous avons eu
acces. Evidemment, elles ne sont pas représentatives de la pollution médicamenteuse globale
des réseaux d’eaux usées puisque la majorité des principes actifs sont prescrits dans le milieu
communautaire. De plus, les établissements de santé ne disposent pas dans leur arsenal
thérapeutique de la totalité des substances actives disponibles dans chaque classe ATC : des
appels d’offres lancés régulierement conduisent les pharmacies a usage intérieur a faire un
choix de molécules mises a disposition des praticiens hospitaliers parmi toutes celles
existantes. Les prescriptions médicales au sein de 1’établissement de soins seront donc
limitées a cette liste de médicaments disponibles.

Ainsi, des données de consommation médicamenteuse issues de la Caisse Nationale
d’Assurance Maladie (CNAM) auraient permis d’obtenir une meilleure vue d’ensemble de la
consommation médicamenteuse hospitaliére et communautaire, et d’obtenir une liste quelque
peu différente de molécules candidates. Certaines molécules sont par exemple prescrites

156



essentiellement en ville et n’apparaitrons pas dans notre liste de molécules candidates (ex :
spécialités non agréées a I'usage en collectivité, pilule contraceptive). Néanmoins,
I’autorisation d’acces a la base de données de la CNAM en vue de réaliser une recherche
scientifique est compliquée a obtenir.

11 faut également rappeler que la contamination liée aux rejets des établissements hospitaliers
est particulierement intéressante a évaluer, en raison de la forte toxicité des composés utilisés
(chimiothérapie, antibiothérapie a large spectre réservée a 1’usage hospitalier, etc.). En plus de
permettre de cibler les programmes de surveillance des eaux usées, de telles études permettent
d'orienter la recherche et le développement de méthodes de traitement ou de gestion
spécifiques aux effluents hospitaliers. Ainsi des stations de traitement des eaux usées
commencent a s'implanter directement a la sortie des hopitaux. Des stratégies de gestion
spécifique des effluents hospitaliers, comme cela est réalis¢ pour les déchets d'activité de
soins a risque infectieux (DASRI), pourraient également étre envisagées. Par exemple, les
urines de patients collectées par sondage urinaire sont actuellement déversées dans les eaux de
toilettes ; elles pourraient étre éliminées d'une fagon plus durable pour I’environnement.

Pour évaluer les risques liés a la présence de résidus de médicaments d'origine hospitaliére
dans les milieux aquatiques, nous avons développé une méthode de hiérarchisation des
molécules candidates associant la méthode de 'EMEA (european medicines agency) a une
¢valuation du danger en fonction des propriétés de persistance, de bioaccumulation et de
toxicité des substances actives. Celle-ci a été appliquée a 1’échelle locale, aux molécules
issues d’un centre hospitalier lorrain de 300 lits de médecine-chirurgie-obstétrique (MCO) et
réanimation. L'objectif secondaire de cette étude était d'envisager quels indicateurs sont les
plus pertinents a considérer pour ce type d'évaluation.

4.2.2.2. Choix des indicateurs pris en compte

Par les quantités introduites en continu dans I'environnement, les substances médicamenteuses
présentent un potentiel de pseudo-persistance. L'OCDE décrit, dans ses lignes directrices pour
les essais chimiques, des tests de dégradation qui permettent d'apprécier ce potentiel de
persistance de facon expérimentale, en dosant la consommation d'oxygene et la production de
CO;,. Cette méthode a été utilisée par 1'équipe suédoise (Swedish Medical Product Agency,
2004) pour son évaluation de risque ; cependant ces tests ne prennent pas en compte la
multitude de facteurs influencant la dégradation des médicaments dans l'environnement
(caractéristiques du milieu aquatique, présence de bactéries, rayonnement UV, etc.). C'est
pourquoi, bien que présentant un certain nombre d'incertitudes, les prédictions du temps de
persistance et de la demi-vie dans l'eau du modele multimédia de 1'US EPA nous
apparaissaient étre plus adaptées pour évaluer la persistance des principes actifs dans les
milieux aquatiques.

Plus une molécule persiste dans l'environnement, plus elle a la possibilité de se concentrer
dans les membranes biologiques. Pour évaluer cette tendance a la bioaccumulation, plusieurs



indicateurs peuvent étre utilisés. Chacun d'entre eux présente des intéréts et des limites :
* le log Kow peut varier en fonction des conditions de température et de pression de
l'expérience, expliquant ainsi la diversité des valeurs du log Kow pour une méme substance
selon la base de données utilisée (plusieurs bases sont disponibles en ligne) ;
+ la solubilité, quant a elle, est en théorie un parameétre simple a recueillir. Cependant trés
peu de données expérimentales sont accessibles. Par ailleurs, les valeurs estimées par les
modeles sont prédites pour des températures souvent supérieures a celles que l'on peut
rencontrer dans les cours d'eau en France ;
« enfin, le facteur de bioconcentration, qui permet d'apprécier la concentration directe par
voie aqueuse (branchies et épiderme) dans les organismes aquatiques, est un parametre plus
informatif que la solubilité et le log Kow pour évaluer I'impact sur les écosystémes, mais la
encore il s'agit d'un paramétre prédit.

La persistance et la bioaccumulation ne seraient sans doute pas un probléme si elles ne
s'accompagnaient pas d'une toxicité potentielle ou prouvée. La Predicted No Effect
Concentration (PNEC) est l'indicateur le plus pertinent pour évaluer la toxicité chronique des
composés chimiques sur les écosystémes aquatiques. Cependant, comme I'ont souligné les
différentes évaluations de risque sur les résidus de médicaments déja menées en France ou
dans d'autres pays, les données écotoxicologiques pour les composés pharmaceutiques sont
trés limitées. Un nombre restreint de quotients de danger sont donc calculables, d'autant plus
que l'estimation de la Predicted Environmental Concentration (PEC) prend en compte le
rendement d'élimination moyen en STEP et le métabolisme, données également difficiles a
recueillir pour l'ensemble des substances actives. La dose létale médiane (DL50), plus
accessible, est un autre indicateur permettant d'évaluer la toxicité des composés
pharmaceutiques, cependant celle-ci estime la toxicité aigué chez les rongeurs et est donc
moins adaptée que la PNEC pour évaluer l'impact des résidus de médicaments sur les
écosystemes.

La toxicité est fonction des doses et de la durée d’exposition regues par les organismes

aquatiques et dépend donc des quantités émises dans l'environnement, c'est-a-dire de la

concentration prédite.

L'estimation d'une PEC pour les résidus de médicaments suppose un certain nombre

d'hypotheses avec les incertitudes que cela entraine :
» Dans un premier temps, le calcul de la PEC prend en considération les données de
consommation de la zone d'étude, pondérées par le nombre de litres d'eaux usées
consommés par la population. A I'hopital, cela suppose que l'ensemble des produits
consommeés sont ¢liminés sur place. Or les molécules administrées en hopital de jour sont
¢liminées de facon diffuse sur l'ensemble du réseau d'assainissement. Intégrer le type
d'hospitalisation permettrait de pallier cette limite ;
« La fraction de substance active excrétée sous forme inchangée est le deuxiéme
parametre pris en compte dans le calcul de la PEC. La premiére limite qui en découle vient
de la variabilité interindividuelle, se traduisant souvent par de larges intervalles lorsque les
fractions excrétées sous forme inchangées sont décrites dans les résumés des
caractéristiques des produits. La deuxiéme limite concerne la non prise en compte de la
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part excrétée sous forme de métabolites. En effet, en raison des nombreuses voies de
métabolisation possibles, les métabolites de 1'ensemble des molécules meéres n'ont pas
encore ¢té identifiés a ce jour et par conséquent, ne sont pas encore répertoriés dans les
bibliothéques de spectrométrie de masse, ce qui rend impossible leur détection dans les
urines. Cette absence de prise en compte des métabolites pose un probléme de plus pour les
prodrogues. Absorbés sous forme de précurseurs, ces médicaments sont complétement
transformés en substance active une fois dans l'organisme. Le Valaciclovir, par exemple,
antiviral indiqué dans le traitement du zona et de l'herpés, est un promédicament de
I'Aciclovir. Il est entiérement métabolisé dans le foie en Valine (acide aminé) et en
Aciclovir. La fraction de Valaciclovir excrétée sous forme inchangée dans les urines est
donc nulle. En ne prenant pas en compte les métabolites, la fraction excrétée sous forme
d'Aciclovir (environ 85 %) n'est pas comptabilisée et ainsi la PEC pour 1'Aciclovir est sous-
estimée ;

» La PEC prend également en compte le rendement d'élimination moyen pour une station
d'épuration classique. De la méme fagon que pour le métabolisme, cela permet de
considérer uniquement les molécules rejoignant 1'environnement. Cependant ce chiffre ne
fait pas la distinction entre I'¢limination par adsorption sur les boues, et I'¢limination par
biodégradation. Or les résidus de médicaments adsorbés dans les boues peuvent étre
retrouvés dans I’environnement lorsque les boues sont valorisées. De plus, compte-tenu de
la  multiplicit¢ des mécanismes de dégradation et du nombre de substances
médicamenteuses, il parait difficile de prendre en compte avec précision les phénomenes de
dégradation dans les mode¢les de calcul de la PEC.

* Pour finir, le dénominateur de la formule permet de pondérer la PEC par le nombre
d'habitants et par le nombre de litres d'eaux usées utilisés par équivalent-habitant (EH) sur
la période considérée. Dans le cadre des évaluations de risques liés aux rejets hospitaliers,
c'est le nombre de lits qui est utilisé, ce qui suppose un taux d'hospitalisation de 100 % tout
au long de 1'année. Par ailleurs, la consommation d'eau est estimée a 1 000 L par jour et par
lit.

La connaissance des effets des résidus de médicaments sur les organismes est un des
domaines dans lequel de nombreuses recherches sont encore a effectuer. De méme, les
capacités d’épuration de ces molécules en STEP sont mal connues et pourraient devenir une
source de données précieuses pour de prochaines évaluations de risque.

4.2.2.3. Construction des scores

Pour construire les scores basés sur les différents indicateurs recueillis, nous avons utilisé
lorsqu’elles existaient des échelles tirées de la littérature, comme celle utilisée pour le temps
de persistance extraite d'une publication de Zuccato et al., 2000, celle de solubilité empruntée
a 1'Afssaps ou encore les échelles de toxicité de 'EMEA. Ces échelles nous ont permis de
transformer une donnée qualitative (valeur de ’indicateur) en une donnée quantitative (classe)
a laquelle était attribuée un certain nombre de points.

Pour les indicateurs de bioaccumulation (log Kow et BCF), aucune échelle, validée ou non,
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n'était disponible ; nous avons donc du en élaborer. Pour cela, il nous a semblé pertinent de
prendre en compte les divergences de valeurs seuil existant entre la législation européenne et
le systéme international de classification des matieres dangereuses. Les résultats obtenus avec
le score basé sur le log Kow semblent se recouper avec ceux obtenus avec le score de
solubilité (elle-méme prédite a partir du log Kow). Cet élément est en faveur d'un découpage
cohérent.

Ici encore, une harmonisation du systéme de cotation serait sans doute bénéfique a I’étude,
mais pour le moment il n’existe pas de méthode de hiérarchisation transposable a tous les cas
de figure possibles et I’ensemble des paramétres potentiellement & prendre en compte ne
posseéde pas d’échelle de valeur nationale, européenne ou internationale.

4.2.2.3. Utilisation de plusieurs combinaisons d’indicateurs — apport de notre méthodologie

Pour hiérarchiser la totalit¢é de nos molécules candidates, nous avons construit une
méthodologie originale permettant, en cas de valeurs manquantes pour certains indicateurs, de
pallier a cette absence de données. Pour ce faire, nous avons choisi d’agencer tous nos
indicateurs en 12 combinaisons (chacune comprenant un indicateur de persistance, un
indicateur de bioaccumulation et un indicateur de toxicologie). Lorsque les données d’un
indicateur étaient manquantes, les scores comprenant cet indicateur n’étaient pas calculés, et
la hiérarchisation de la molécule était obtenue au moyen d’une autre combinaison.

Nous avons cherché a connaitre, parmi les 12 combinaisons retrouvées, quelle était la plus
pertinente, c’est-a-dire quelle était la combinaison qui nous permettait d’identifier comme
prioritaires les mémes molécules que notre méthodologie globale (incluant les 12
combinaisons), sans pour autant identifier beaucoup d’autres molécules comme prioritaires.
La combinaison I semblait répondre a ces critéres. Néanmoins, I’application d’une seule et
unique combinaison nous fait perdre le bénéfice de 1’exhaustivité de notre démarche.

4.2.3. Les résultats obtenus

Le but de ce travail était de proposer une liste de substances médicamenteuses prioritaires a
rechercher dans l'environnement.

Aprés combinaison de nos différents scores, nous sommes parvenus a ¢élaborer a partir des
données du centre hospitalier lorrain ayant participé a notre étude, une liste de 12 molécules a
prendre en compte dans les programmes de surveillance des eaux usées a 1’échelle locale
(Tableau I11-13).

Les deux molécules les plus représentées sont le Lopéramide et la Perméthrine. La
Perméthrine, utilisée en sant¢ humaine dans les shampoings anti-poux, est avant tout un
insecticide. Elle présente donc une toxicité importante pour les écosystemes, ce qui peut
expliquer sa sélection quelque soit la combinaison de scores utilisée.

Notre liste de molécules prioritaires comporte cinq molécules appartenant a la classe
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« Systeme nerveux » de la classification ATC (Buprénorphine (traitement substitutif des
dépendances aux  opiacés), Clomipramine), Clomipramine  (antidépresseur),
Lévomépromazine (neuroleptique), Pimozide (antipsychotique), Sertraline (antidépresseur)).
Cette forte représentativité peut s’expliquer par I'ampleur du marché pour ce type de
molécules.

Les autres substances répertoriées dans cette liste n’ont jamais été retrouvées dans les
¢valuations de risque antérieures, mais ceci peut s’expliquer par des différences d’objectif
entre les évaluations de risque. En effet, certaines études avaient pour but de définir les
molécules prioritaires par classe thérapeutique et non de fagon globale, ou encore de définir la
part des hopitaux dans la contamination des eaux. D’autre part, comme nous 1’avons
mentionné précédemment, notre étude a été réalisée sur les données du centre hospitalier
lorrain de 300 lits, qui dépendent des caractéristiques locales ; ses résultats ne peuvent donc
étre extrapolés qu’a des établissements de soins de type et de taille comparables. Ainsi les
molécules consommées dans ce centre hospitalier ne sont certainement pas les mémes que
dans un établissement de taille supérieure comme un centre hospitalier universitaire. Par
ailleurs, la Lorraine disposant d’un centre régional du traitement du cancer, nous pouvons
supposer que ’établissement régional considéré prescrit moins de spécialités anticancéreuses
par rapport a un centre hospitalier situé¢ dans une autre région et ne possédant pas ce type de
centre spécialisé (20 centres de lutte contre le cancer existent en France).

Par ailleurs, les auteurs ayant publi¢ sur le risque environnemental ont identifié comme « a
risque » des molécules ne figurant pas dans notre liste de molécules prioritaires.

Prenons pour exemple, le cas de I’éthinyl estradiol qui ne ressort pas dans notre méthode
basée sur les consommations hospitalieéres. Cette molécule est retrouvée dans d’autres études
incluant les données de consommation, cela peut s’expliquer par le fait que la prescription de
pilule contraceptive se fait principalement en ville. Des données sur la consommation de ville
pourrait donc, a I’image de 1’éthinyl estradiol, modifiée la liste des molécules prioritaires.

Cette ¢tude nous a également permis d’évaluer quels sont les parametres les plus pertinents
pour évaluer le danger li¢ a une substance chimique.

Ainsi, en nous basant sur un scénario de pire cas, principe couramment utilis€ dans les
évaluations de risque en raison d’'un manque de données extrapolables a ’Homme, nous
avons déterminé que la demi-vie dans I’eau est un meilleur indicateur que le temps de
persistance pour évaluer la persistance des résidus de médicaments dans 1’environnement et
que le BCF est I’indicateur le plus informatif pour estimer la bioaccumulation des composés
pharmaceutiques. Pour la toxicité, le QD est I’indicateur le plus pertinent, mais est inadapté
pour hiérarchiser les centaines de substances actives disponibles sur le marché
pharmaceutique francais. Le score basé sur la DL50 est calculable pour un plus grand nombre
de molécules mais ne prend en compte ni la consommation, ni le métabolisme, ni
I’¢élimination en station d’épuration.

Enfin, pour cette étude, nous avons collecté des données pour I’ensemble des substances
actives synthétiques consommeées dans un CH de Lorraine. Ce travail pourrait servir de point
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de départ pour la création d’une base de données répertoriant I’ensemble des données
nécessaires a 1’évaluation de risque des résidus de médicaments, & I’instar de la base
AGRITOX pour les pesticides. En effet, a ’heure actuelle, aucune base de ce type n’est
disponible pour les composés pharmaceutiques. Le réseau NORMAN (Réseau européen de
laboratoires de références, de centres de recherche et d’organismes associés pour la
surveillance de substances émergentes dans I’environnement), mis en place en 2005, a pour
projet la création d’un réseau pérenne de laboratoires de références, de centres de recherche et
d’organismes associés capables d’une part de favoriser I’harmonisation des méthodes de
surveillance des polluants émergents dans I’environnement, et d’autre part d’assurer un
échange plus rapide et plus larges d’informations sur la présence de ces substances dans
I’environnement et leur impact sur ’Homme et les écosystémes. Dans ce cadre, il a été
développé une interface d’échanges et d’information dédiée sur internet ainsi que trois bases
de données :

e EMPOMAP qui recense les experts, les organismes et les projets sur les différentes
catégories de substances émergentes ;

e EMPODAT, base de données de surveillance géo-référencées sur les substances
émergentes couplée a 1’information écotoxicologique des essais biologiques et des
biomarqueurs ;

e EMPOMASS, base de données d’informations spectrométriques de masse sur les
substances provisoirement identifiées et/ou inconnues.

Cependant, ces bases ne sont pas accessibles au public.

En dernier lieu, nous avons souhaité analyser plus particulierement le risque relatif aux
cytostatiques rejetés dans 1’environnement car ces médicaments sont reconnus dans le
domaine pharmaceutique pour étre extrémement toxiques. Cette situation conduit a la mise en
place de mesures contraignantes lors de leur préparation (protection des préparateurs,
utilisation de hottes a flux laminaires ou d’isolateurs...) ; pourtant, une fois le médicament
anti-cancéreux administré, il est rare que les liquides biologiques émanant des patients (urine,
selles...) soient traités avant élimination. Certaines instances travaillant sur le bon usage des
médicaments (OMEDIT) nous rappellent néanmoins le potentiel polluant de ces excrétas.

Le centre Alexis Vautrin, établissement spécialisé¢ de 180 lits, nous a servi de modele pour
identifier les molécules les plus utilisées. En France, vingt centres spécialisés dans la lutte
contre le cancer existent, mais de nombreux établissements de soins rejettent également des
molécules anti-cancéreuses dans I’environnement. Certains médicaments anti-cancéreux sont
aussi utilisés dans le domaine communautaire ; de plus, les traitements ambulatoires se
multiplient. Nous nous sommes donc légitimement posés la question de la rémanence de ces
produits dans les compartiments hydriques, et de la toxicité de ces composés.

La majorité des molécules utilisées dans le centre anti-cancéreux sont des agents alkylants
(ex : ifosfamide, cyclophosphamide, estramustine). Or les effets indésirables de ces
médicaments sont bien connus lorsqu’ils sont utilisés en clinique : leur mécanisme d’action
consiste en une interaction directe avec I’ADN des cellules tumorales puisqu’ils forment des
ponts entre les deux brins des chromosomes. Outre leur effet thérapeutique sur les cellules
cancéreuses, ces médicaments s’avere posséder également une activité sur les cellules non
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tumorales. Ils sont connus pour leurs effets indésirables mutagénes et tératogenes, et peuvent
induire des cancers secondaires (vessie, leucémie). Le risque li€¢ a ces molécules mérite d’étre
étudié spécifiquement.

Apres avoir construit une vue d’ensemble du champ de la contamination des eaux usées avant
et apres station d’épuration et station de potabilisation, mais aussi dans I’EDCH, nous
sommes rendus compte que les résidus de médicaments font partie intégrante de la pollution
des eaux. Apres recherche dans différents rapports d’agence de I’eau, de ’académie de
pharmacie (etc.), il nous a semblé nécessaire d’évaluer les risques pour la sant¢ humaine de
I’exposition a faibles doses de cette pollution particuliére. Le panel de molécules étant
beaucoup trop important pour une évaluation du risque molécule par molécule, et les effets
cocktails étant trés mal documentés, nous avons décidé de hiérarchiser les résidus de
médicaments afin de nous focaliser sur celles qui ressortent comme prioritaires. Le choix de
travailler sur les anticancéreux a été motivé d’une part par le peu de documentation sur le
sujet, mais aussi par le besoin avoué de renseignements et d’analyse sur cette classe
thérapeutique (académie de pharmacie, 2008).

4.3. Evaluation quantitative des risques

L’objectif de cette partie de notre these était de définir le niveau de risque lié¢ a I’exposition a
une eau contaminée avec de faibles doses d’anticancéreux, ou a I’exposition a un mélange
potentiellement présent dans les eaux.

La lignée cellulaire HepG2 utilisée est issue d’un hépatocarcinome humain ; ces cellules ont
conservé leurs capacités enzymatiques. Or les molécules anticancéreuses étudiées dans ce
travail sont métabolisées par le foie. Ce dernier est donc I'un des premiers organes cibles en
cas de toxicit¢é des molécules. Les cellules utilisées sont adhérentes, ce qui rend leur
utilisation plus facile pour les tests micronoyaux.

Le choix des molécules anticancéreuses testées s’est effectué suite a 1’application d’une
méthode originale de hiérarchisation. Cette méthodologie était basée sur la consommation
d’un centre hospitalier et d’un centre spécialisé dans la lutte contre le cancer, mais aussi sur le
calcul d’un score combinant persistance, bioaccumulation et toxicité. Nos résultats ont permis
de mettre en évidence le potentiel « dangereux » du cyclophosphamide et de I’ifosfamide. Le
choix de I’ajout du 5 fluoro-uracile s’est fait suite aux constatations des fortes quantités
utilisées pour cette molécule.

Les concentrations choisies (0,01 ; 0,1 ; 1; 10; 50 et 100ug/L) ont été sélectionnées car elles
sont représentatives des concentrations retrouvées dans les eaux aux différentes étapes
d’épuration et de potabilisation.
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4.3.1. Test de viabilité cellulaire : test bleu de Trypan

Nous avons réalisé un test de viabilité cellulaire pour chacune des molécules anticancéreuses
sélectionnées, ainsi que pour le mélange des trois molécules, avec des temps d’exposition de
24h et 72h.

La mortalit¢ sur les cellules HepG2 est assez ¢élevée; cela peut s’expliquer par la
méthodologie du test en lui-méme. En effet, il impose une mise en suspension des cellules, or
nous pensons que cette manipulation fragilise les cellules, d’une part par le passage dans la
seringue pour individualisation qui induit la perte de la protection agissant au sein du groupe
de cellules et des fibres de collagénes, et d’autre part par 1’exposition a la trypsine/EDTA.

La mortalité cellulaire est généralement inférieure a 20%. Pour le cyclophosphamide et
I’ifosfamide, I’exposition a 72h de toxique a moins d’impact sur la mortalité¢ cellulaire que
I’exposition a 24h. Dans le cas de 5 fluoro-uracile, 1I’exposition a 72h de toxique induit plus
de mortalité. Une des explications serait le mode d’action des molécules, le
cyclophosphamide et I’ifosfamide sont des molécules alkylantes au mode d’action similaire et
rapide sur la réplication de I’ADN, celui-ci est treés différent de celui du 5 fluoro-uracile qui en
tant qu’antimétabolite a une action plus lente.

La réparation cellulaire doit également étre plus importante pour un temps d’exposition de
72h, ce qui explique en partie un taux plus faible de mortalité, surtout si cette amélioration de
la réparation est couplée au temps nécessaire a la réplication cellulaire.

Un test au MTT aurait pu étre réalisé : lors de ce test, les cellules sont adhérentes a leur
support et potentiellement moins fragiles mais le laboratoire ne dispose pas de 1’équipement
nécessaire a la lecture de ce test.

L’importance des manipulations mécaniques peut expliquer la variabilit¢ des résultats entre
les témoins positifs et les témoins négatifs. Finalement, nous pensons que dans notre étude,
les tests de viabilité¢ cellulaire sont plus qualitatifs que quantitatifs. Ils nous permettent
d’objectiver une certaine toxicité sans toutefois nous permettre de la quantifier de manicre
précise. Ils augurent aussi de la qualité de notre entretien cellulaire.

4.3.2. Test de génotoxicité

Il existe différents tests de génotoxicité, nous en avons choisi deux que nous pensons
complémentaires : le test des cométes et le test des micronoyaux. En effet, ils mettent en
¢vidence des lésions différentes sur I’ADN. Le test des micronoyaux met en évidence des
Iésions chromosomiques fragmentaires ou complétes, alors que le test des cometes met en
¢vidence des lésions de type cassure simple ou double brin, mais aussi des cassures sur les
sites alcali-labiles (sites de réparation incompléte). Ainsi, ce test rend compte des mutations
qui ne sont pas encore définitives, alors que le test des micronoyaux met en évidence un
caracteére carcinogene direct.

Concernant le test des cometes, nous ne retrouvons des différences statistiquement
significatives de génotoxicité par rapport au témoin négatif (eau ultra pure) que pour le
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cyclophosphamide a 72h d’exposition, I’ifosfamide a 24h d’exposition ainsi que pour le 5
fluoro-uracile aux deux temps d’exposition. La corrélation entre ’effet génotoxique et le
gradient de concentrations en toxique est faible pour le cyclophosphamide et I’ifosfamide, et
se révele non significative pour le 5 fluoro-uracile. S’agissant du mélange des trois molécules
anticancéreuses, aucune relation n’a pu étre mise en évidence. Néanmoins, deux possibilités
peuvent expliquer la faible corrélation :

- soit la relation entre la dose d’anticancéreux et la toxicité est effectivement trés faible.
Cela semble toutefois non cohérent avec les pratiques cliniques d’intensification des
doses de chimiothérapie en cas d’échappement thérapeutique ;

- soit la corrélation ne suit pas un schéma linéaire, mais il existe des paliers de doses
pour lesquels le taux de cometes augmente.

Afin d’affiner et de compléter les résultats de nos expérimentations, il semble nécessaire de
répéter nos manipulations a grande échelle

4.3.3. Tests micronoyaux

En ce qui concerne le test des micronoyaux, nous ne retrouvons pas de différences
statistiquement significatives entre les taux de micronoyaux pour les différentes
concentrations de toxiques auxquelles sont exposées les cellules. L’indice de division
cellulaire reste inférieur a 2 dans tous les cas, sauf pour une exposition a 50ug/L de
cyclophosphamide pour laquelle le taux est de 2,02.

En effet, selon les tests, 1’ifosfamide semble plus actif a faible dose qu’a forte, ce résultat
pourrait s’expliquer par le fait que la mortalité cellulaire est assez importante aux plus fortes
doses d’ifosfamide. Cette mortalité cellulaire pourrait constituer un biais pour 1’étude des
chromosomes cellulaires.

Au regard des résultats de ce test, les molécules alkylantes (cyclophosphamide, ifosfamide)
semblent plus toxiques que le SFU (antimétabolite). Par contre, aucun effet synergique n’est
retrouvé avec le mélange a equi-concentrations des trois molécules. Au contraire, la toxicité
semble diminuée, pourtant en clinique, il est fréquent d’associer plusieurs molécules
anticancéreuses afin d’activer un phénomene synergique et de gagner en efficacité en limitant
les effets indésirables. D’ailleurs, les monochimiothérapies sont extrémement rares dans les
protocoles thérapeutiques.

Des tests complémentaires en laboratoire sembleraient donc nécessaires afin de pouvoir
confirmer ou infirmer les résultats obtenus.

4.3.4. L’exposition

L’exposition aux molécules anticancéreuses avant la mise en place de réglementation était
principalement professionnelle, lors de la préparation et I’administration en établissement de
soins. Désormais, la mise en place quasi-systématique d’unités centralisées de préparation
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permet de limiter I’exposition des professionnels. Le développement des formations et la prise
de conscience du potentiel danger que représentent ces molécules permettent également une
meilleure sensibilisation des professionnels. Ainsi ils sont plus vigilants a leur protection. La
prise en compte de ces risques d’un point de vue professionnel permet également un meilleur
suivi des personnels, et surtout des femmes enceintes ou allaitantes.

Avec le développement de 1’administration des chimiothérapies a domicile, I’exposition aux
anticancéreux est transposée dans un nouvel environnement. Une harmonisation des
formations et des modalités de gestion communautaires de ces molécules particulicres est
nécessaire.

Le traitement des déchets issus de la préparation (flacons, gants, blouse, etc.) et de
I’administration (seringue, flacons blouse, canule, etc.) est encadré en milieu hospitalier afin
d’éviter tout accident, et donc toute exposition. Néanmoins, le respect des bonnes pratiques de
tri des déchets a domicile est tres inégal.

Les principales voies d’exposition sont I’inhalation lors de la préparation des molécules hors
d’une unité centrale de production, ou lors de leur administration, par aérosolisation des
solutions. Le contact cutané est également une potentielle voie d’exposition, mais le transfert
transcutané n’est pas actuellement bien connu. En milieu professionnel, la voie d’ingestion est
minoritaire puisqu’elle suppose une mise a la bouche des mains ou de gants souillés.

4.3.5. Le calcul du risque

Le calcul du risque a ¢été envisagé de selon deux scénarios différents : pour une exposition
professionnelle (ingestion, inhalation, contact) et pour une exposition via 1’alimentation pour
la population générale. Le trop grand nombre de facteurs d’incertitudes a prendre en compte
nous a conduit vers 1’impossibilit¢ de calculer le risque pour le scénario professionnel. En
effet, afin de pouvoir calculer le risque, il est nécessaire de quantifier ’exposition de ces
professionnels. Si I’exposition par inhalation est relativement mesurable et nécessiterait une
¢tude épidémiologique a part enticre, il est plus difficile d’en faire autant pour I’ingestion
d’eau potentiellement contaminée par les molécules anticancéreuses. Pour ce qui est de la
voie cutanée, le passage trans-cutané et le potentiel de perméabilité de la peau a I’Ifosfamide
n’est pas connu et il n’existe que peu de référentiel sur le sujet. Toutes les incertitudes et
hypothéses a prendre en compte nous ont mené a conclure a I’impossibilit¢ de mener a bien le
calcul du risque basé sur le scénario de I’exposition professionnel.

Pour le scénario « population générale », nous avons utilisé les résultats obtenus lors de
I’expérimentation en laboratoire. Ces tests nous meénent a sur-estimer le risque puisque lors
des expérimentations le toxique, ici I’Ifosfamide, et introduit directement sur les cellules sans
possible dégradation dans 1I’environnement et sans mécanisme de réparation appliqué dans un
organisme entier. Dans I’environnement, I’Ifosfamide peut subir une métabolisation ou une
dégradation en contact avec les micro-organismes aquatiques, lors d’étape d’ozonation ou
d’exposition aux ultra-violets ce qui n’est pas le cas lors des expérimentations en laboratoires.
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De la méme facon, le produit pur seulement mis en solution dans de 1’eau ultra pure est mis en
contact direct avec les cellules. De cette facon, aucune interaction visant a augmenter ou
diminuer le potentiel toxique de la molécule ne peut étre mis en évidence et nous amenent
probablement a observer un effet toxique surexprimé. Dans le méme domaine d’incertitudes,
I’Ifosfamide est mis en contact direct sur les cellules, cette expérimentation in vitro nous
permet de remarquer les dommages directs sur I’ADN mais empéche la réparation de I’ADN
que I’on peut observer dans un tissu ou un systéme entier. Lors des tests des cométes ou des
micronoyaux, les cellules de foie sont également cultivées dans un milieu optimal, a
température constante, avec les nutriments nécessaires au métabolisme cellulaire en exces et
en constante présence d’un milieu stérile exempt de micro-organisme. Les conditions sont
donc optimisées pour mettre en évidence des dommages sur I’ADN. Toutes les conditions
réunies en laboratoire sont donc rassemblées pour sur-estimer les effets génotoxiques de
I’Ifosfamide sur les cellules de foie et donc pour sur-estimer le risque sanitaire.

Le choix de la non validation de notre calcul de risque a été fait pour plusieurs raisons, la
premiere étant la nature expérimentale de 1’évaluation de la relation dose-réponse, la seconde
di au fait que nous cherchons a faire une EQRS sur des faibles doses, travail fait
généralement par extrapolation. La dernicre raison est le fait que cette EQRS se fasse sur des
molécules médicamenteuses, molécules a visée thérapeutique pour lesquelles un risque pour
la santé humaine n’est pas évident.

Ces résultats vont a ’encontre de ceux retrouvées dans le rapport de I’ANSES de mai 2013
qui conclue a un risque négligeable pour la santé des populations de la consommation d’eau
destinée a la consommation humaine a faibles concentrations en résidus de médicaments.
Ainsi, que les travaux de Kiimmerer 2010 qui montrent un effet cancérogeéne pour les
populations exposées a 1’Ifosfamide probablement négligeable. Les VTR sans seuil de risque
et donc le calcul de I’Excés de Risque Unitaire nous paraissent trop préliminaires pour
conclure sur ce sujet.

De la méme facon, nous avons étudié trois molécules anti-cancéreuses et un mélange de
celles-ci, d’autres études doivent étre menées afin d’analyser les effets des anticancéreux dans
un cocktail d’autres molécules et notamment constitu¢ des molécules identifiées prioritaires
lors de la méthode de hiérarchisation. Des études vivo pourraient permettre d’améliorer les
connaissances sur les mécanismes de réactions de ces molécules anticancéreuses en situation
proche de la réalit¢ mais aussi de quantifier de facon plus vraisemblable les effets de ces
principes actifs.
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5. Conclusion et perspectives

L’objectif de ce travail de theése était de mener une évaluation quantitative des risques pour la
sant¢ (EQRS) des populations qui consomment de I’eau potentiellement contaminée par des
résidus de médicaments.

Nous avons choisi deux axes de travail principaux : d’abord la construction d’une méthode de
choix éclairé des molécules pour lesquelles une EQRS est nécessaire (méthode de
hiérarchisation), puis la réalisation d’'une EQRS compléte pour trois molécules anti-
cancéreuses identifiées comme prioritaires aprés déroulement de notre méthodologie de
hiérarchisation.

Ainsi, dans un premier temps, notre travail a permis de construire une méthode originale de
hiérarchisation des molécules selon le risque qu’elles peuvent présenter pour la santé
humaine. Cette étape préliminaire a ’EQRS s’est révélée nécessaire au regard du grand
nombre de résidus de médicaments présents dans les compartiments hydriques de
I’environnement : cette diversité importante rend impossible le déroulement de la méthode
d’EQRS pour chaque molécule successivement ; il s’est donc avéré indispensable de faire un
choix pertinent des molécules pour lesquelles une EQRS devait étre réalisée en priorité.
Plusieurs méthodes de hiérarchisation existent déja (EMEA, QSAR et PBT par exemple),
mais chacune de ces méthodes est limitée par la disponibilité des données nécessaires au
calcul du score de hiérarchisation. Nous avons proposé une méthode « hybride » permettant
d’intégrer plusieurs types de données décrivant le potentiel de persistance, de
bioaccumulation et de toxicité de chaque molécule. Cette évaluation de chaque facteur de
toxicité au moyen de plusieurs indicateurs permet de classifier par une méme méthode un
nombre plus important de molécules. Appliquée aux spécialités pharmaceutiques consommeées
dans un centre hospitalier lorrain, notre méthode de hiérarchisation nous a permis d’identifier
12 molécules prioritaires parmi les 606 principes actifs initialement utilisés.

Dans un second temps, nous avons focalisé notre EQRS sur trois molécules anti-cancéreuses
trés utilisées en thérapeutique, mais pour lesquelles peu de données sont publiées. Nous avons
en effet identifi¢ un manque de données relatives a cette classe thérapeutique dans le domaine
de I’évaluation du risque sanitaire. Pour conduire notre EQRS, nous avons été amenés a
analyser la relation dose-réponse pour ces trois molécules, ainsi que pour un mélange équi-
concentration. Il semblerait découler de notre premiére analyse que le risque sanitaire li¢ a la
présence environnementale de traces de cytostatiques soit sans danger pour la santé humaine.
Néanmoins, cette évaluation est a relativiser du fait du caractére primaire de nos données. De
la méme manicre, nos expériences n’ont pas permis de mettre en évidence d’ « effet cocktail »
des trois anti-cancéreux.

Au cours des différentes phases de notre travail, nous avons été conduits a envisager la
pollution de I’eau par les résidus de médicaments de différentes manicres, et donc a nous
ouvrir aux perspectives suivantes.

Tout d’abord, alors que certains auteurs s’appliquent a évaluer le risque li¢ a la contamination
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des eaux usées rejetées par les établissements de santé, nous avons quant a nous observé que
la pollution médicamenteuse d’origine hospitaliere n’était pas la principale source de
pollution. Il semble donc nécessaire de mener des études plus approfondies afin d’identifier la
nature de la pollution urbaine et de la quantifier. Les facteurs de variabilité de cette pollution
peuvent également étre analysés, afin de pouvoir modéliser la contamination chimique
hydrique au lieu d’étre dépendant de mesures régionales voire locales.

Nous avons également pu observer que les stations d’épuration (STEP) avaient un rendement
d’élimination des composés pharmaceutiques moins important que les stations de
potabilisation. Cette constatation peut ouvrir la porte a une évolution des STEP, en y ajoutant
des étapes d’inactivation des médicaments. A moins que les autorités frangaises ne décident
de s’orienter vers 1’obligation pour chaque établissement de soins, de traiter ses effluents de
manicre appropriée avant déversement dans les eaux usées.

Dans un second temps, nous avons envisagé un débouché a notre méthode de hiérarchisation.
Elle pourrait par exemple servir a la définition d’indicateurs de la pollution médicamenteuse
des eaux, sous réserve d’une étape de validation avec un jeu de données provenant d’un autre
centre hospitalier de plus grande ampleur, ou provenant de tests réalisés sur les eaux usées
d’une grande ville.

En dernier lieu, notre évaluation quantitative des risques sanitaires tend a montrer un risque
significatif li¢é a la consommation d’eau trés faiblement contaminée par des molécules
cytostatiques. Afin d’affiner ce résultat, il est nécessaire de mener des études complémentaires
pour déterminer de fagon plus évidente leur impact sur I’organisme humain, au moyen
d’études épidémiologiques par exemple. De la méme maniére, nos tests de toxicité n’ont pas
mis en évidence d’effet cocktail pour les trois molécules testées, mais des effets de synergie
pourraient étre notés avec un cocktail d’autres anti-cancéreux, voire avec d’autres résidus de
médicaments.

Ainsi, si notre travail a permis d’améliorer les connaissances relatives au risque li¢ a la
consommation d’eau polluée par des résidus de médicaments, il reste de nombreuses pistes de
réflexion et de recherche a explorer, et pas moins d’applications pratiques a développer dans
ce domaine.
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ANNEXE 1

Utilisation de la cellule de Malassez

Plate-forme centrale

> Profondeur de la
| l !'"'I'"'I"'l' """"""""" chambre
) ) 1,
: Plateaux \
Lamelle plance surélevés  Rigoles Lame porte - objet

-

11| H

F 3

Quadrillage

La cellule de Malassez posséde un quadrillage specifique comportant 100 rectangles

. 10 rectangles >
Rectangle non quadrillé > T
Rectangle quadrillé verticalement —TTTT{T 71|
Rectangle quadrillé horizontalement M 10 rectangles

Rectangle subdivisé
en 20 petits carres

w

Parmi les 100 rectangles totaux, on trouve 25 rectangles qui sont divisés en 20 petits carrés afin de
faciliter le comptage.

— Le volume correspondant au quadrillage total est égal & 1 mm?® = 10 dm’
— Chaque rectangle correspond @ un volume 100 fois plus faible, soit 0,01 mm® = 10* dm?

179



L utilisation de la cellule de Malassez se résume ainsi

-

Nous humidifions les deux plateaux latéraux. Nous faisons adhérer une lamelle qui va
adhérer aux plateaux latéraux par frottement.

Nous plagons la cellule sur une surface plane. La cavité de complage est remplie par
capillarité avec la suspension cellulaire préalablement homogénéisée.

Nous observons & I"objectif x10 pour repérer la position du quadrillage et vérifier
I"homogénéité de la répartition des cellules. Si la concentration cellulaire est trop
importante, nous recommengons la manipulation aprés dilution de la suspension.

Nous observons ensuite a I"objectif x40 pour réaliser le comptage (1 rectangle par champ).
Nous comptons les cellules contenues dans les 25 rectangles contenant le petit quadrillage,

Pour les cellules chevauchant les lignes de quadrillage, nous comptons uniquement celle qui
chevauchent i en haut et a droite comme illustré sur la figure ci-dessous.

® O
O Q‘f Nu mé]ratiu; sulll* If
Q @ rectangle = 7 cellules

Nous pouvons maintenant calculer la concentration cellulaire de la suspension de cellules.

Soient : =n : nombre de cellules comptées sur la cellule.

-V : volume de comptage.
-f': facteur de dilution.
-N : nombre de cellules par litres de suspension.

NxV=n N=n/V

v

51 la solution avait été diluée : N=(n/V)x f
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ANNEXE 2

Résultat des tests au bleu de Trypan

Ifosfamide Cyclophosphamide
pourcentage moyen de pourcentage moyen de
mortalité (écart-type) mortalité (écart-type)
concentrations 24h 72h concentrations 24h 72h
Blanc (témoin | 1) /311 14) | 5,41 (0,54) blanc 5,11 (0,51) 6,25 (6,5)
négatif)
0,01pg/L 16,11 (1,16) 9,39 (0,94) 0,01pg/L 18,27 (2,56) 8,68 (1,04)
0,1pg/L 10,51 (1,15) | 6,25 (0,75) 0,1pg/L 17,41(2,09) | 14,62 (1,42)
lpg/L 12,76 (2,04) | 14,53 (1,45) 1ug/L 23,53 (1,95) 12,89 (2,06)
10pg/L 8,82(1,06) | 7,66(1,07) 10pg/L 19,54 (2,35) | 14,83 (1,78)
17
S0ug/L 08(1,71) | 9,52(0,93) 50ug/L 21,41(2,41) | 12,15(1,19)
100pg/L 11,1(1,55) | 10,95 (1,53)
—— 100pg/L 8,45 (1,01) 14,24 (1,99)
Blalp (témoin | 15 91 (129) | 13,19 (1,36)
positif) S I B[alp 16,38 (1,71) | 15,56 (2,18)

5 Fluoro-uracile

M¢élange 3 anti-cancéreux

pourcentage moyen de pourcentage moyen de

mortalité (écart-type) mortalité (écart-type)
concentrations 24h 72h concentrations 24h 72h
blanc 8,12 (0,83) | 6,65 (0,69) blanc 7,36 (0,88) 12,5 (2,75)
0,01pg/L 8,59(1,37) | 10,84 (1,51) | |0,01pg/L 8,02 (1,44) 7,2 (1,15)
0,1ug/L 7,09 (0,85) 9,3 (1,48) 0,1ug/L 10,61 (1,04) 5,76 (0,69)
1ug/L 10,6 (0,99) | 7,01(0,77) 1ug/L 11,76 (1,41) 7,2 (0,58)
10pg/L 5,41(0,75) | 10,03 (1,80) | |10pg/L 8,22 (1,15) 6,88 (1,10)
50pg/L 8,85(1,15) | 8,23(0,98) 50pg/L 9,19 (0,94) 6,51 (1,56)
100pg/L 6,58 (1,05) | 8,26(0,81) 100ug/L 6,25 (0,75) 5,92 (0,95)
B[a]p 7,41(0,74) | 5,06(0,81) Blalp 13,95 (3,35) | 13,332,66)
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ANNEXE 3

Résultats complémentaires test comeéte (moyenne et écart-type pourcentage ADN dans la queue)

Cyclophophamide

Ifosfamide 5 Fluoro-uracile Mélange

d‘ef(i:]g:ion 24h 72h 24h 72h 24h 72h 24h 72h

moyenne écart- moyenne écart- moyenne écart- moyenne écart- moyenne écart- moyenne écart- moyenne écart- moyenne écart-
concentrations type type type type type type type type
B[a]P 38,27 34,36 35,24 33,99 46,65 3,98 37,85 30,58 37,59 35,12 | 32,66 34,50| 38,52 34,35| 38,03 33,88
100pg/L 22,12 14,39 21,90 14,85 20,69 14,68 22,65 14,69 23,02 14,76 7,73 15,04 7,51 14,86 6,23 6,6
50ug/L 7,10 7,06 7,08 7,08 16,33 13,82 16,83 13,85 24,12 15,42 15,98 13,21 7,26 7,05 17,11 13,99
10ug/L 7,11 8,62 17,24 11,69 17,18 11,68 2,07 3,43 16,99 11,88 2,07 3,18 7,09 8,87 2,07 3,34
lug/L 8,78 15,92 17,38 13,76 17,13 13,48 9,10 15,72 16,52 12,31 20,90 13,63 5,39 7,48 4,61 5,93
0,1ug/L 7,59 13,62 7,88 7,5 12,13 13,24 7,99 13,58 10,96 7,88 7,36 13,74 3,05 3,5 3,72 5,32
0,01pg/L 4,50 5,81 7,56 6,78 5,34 6,42 8,28 7,58 7,92 11,27 10,36 16,03 5,48 6,33 5,34 6,02
Blanc 8,31 7,97 7,87 9,1 11,47 10,88 11,31 10,56 9,97 10,13 8,12 9,3 7,08 8,88 8,93 9,88
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Résumé

La pollution médicamenteuse est effective dans les compartiments hydriques de I’environnement.
Les stations d’épuration et de potabilisation ne réussissent pas a ¢liminer la totalité des molécules
présentes dans les eaux usées, et leur rendement d’épuration est variable en fonction des familles
thérapeutiques. De ce fait, des résidus médicamenteux sont retrouvés dans les eaux destinées a la
consommation humaine. C’est pourquoi 1’objectif de notre travail était d’évaluer les risques pour la
santé des populations qui consomment une eau potentiellement chargée en résidus médicamenteux.

Dans un premier temps, nous avons donc identifi¢ la nature de la contamination pharmaceutique des
eaux usées et des eaux destinées a la consommation humaine. Le nombre important de spécialités
pharmaceutiques présentes rend impossible une analyse successive du risque pour chaque molécule,
nous avons construit une méthode de hiérarchisation destinée a identifier rapidement les principes
actifs présentant un risque plus important, afin de dérouler prioritairement la méthode complete
d’EQRS pour ces produits pharmaceutiques. Cette partie de notre travail a permis d’une part
d’identifier les critéres a prendre en compte pour une optimisation de la hiérarchisation. Puis, nous
avons pu sélectionner 12 molécules pour lesquelles une EQRS pourrait étre mise en place.

Nous avons décidé de nous focaliser sur 1’évaluation quantitative du risque lié¢ a la consommation
d’eau polluée par des traces de trois molécules cytostatiques identifiées comme prioritaires lors du
déroulé¢ de notre méthodologie de hiérarchisation : 1’ifosfamide, le cyclophosphamide et le SFU
ainsi que pour un mélange équi-concentration de ces trois médicaments. Des tests de toxicité (bleu
Trypan, comeétes, micronoyaux) nous ont aidés a analyser la relation dose-réponse pour ces
molécules. Ainsi, nous avons pu identifier le potentiel dangereux de ces substances, évaluer leur
relation dose-réponse, puis analyser 1’exposition professionnelle et environnementale des
populations, pour enfin calculer le risque. Les conclusions de notre EQRS sont a relativiser en
raison du caractére préliminaire de nos données.

Abstract

The drug pollution is effective on environmental water compartments. Sewage treatment plants and
water purification fail to remove all the molecules present in wastewater and their removal rate
varies according to therapeutic classes. Therefore, pharmaceuticals residues are found in human
consumption water. The aim of our study is to build a risk assessment to the health of the population
who consume water which contain pharmaceuticals residues.

As a first time, we identified the nature of the pharmaceutical wastewater contamination and human
consumption water. The large number of medicinal products makes it impossible risk assessment
for each molecule, we built a hierarchical method for quickly identification of active substance
having a higher risk to make a complete sanitary risk assessment for these pharmaceuticals. This
part of our work, allowed us to, in first step, identify the criteria to be taken into account for
optimizing hierarchy. Then, we could select 12 molecules for which sanitary risk assessment could
be implemented.

We decided to focus on the quantitative risk assessment of the consumption of polluted water with
traces of three cytostatic molecules identified as priorities with our ranking methodology:
ifosfamide, cyclophosphamide and 5- FU and a mixture of these three drugs with same
concentrations. Toxicity test (Trypan blue, comets assay, micronuclei test) helped us to analyze the
dose-response relationship for these molecules. Thus, we could identify the hazardous potential of
these substances, assess the dose-response relationship, and analyze occupational and
environmental exposure of population to finally calculate the risk. Our sanitary quantitative risk
assessment conclusions must be considered with caution given the nature of preliminary data.
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