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Ce premier bulletin de I'année vous propose dix-neuf notes
rédigées d’aprés un choix de publications scientifiques parues
entre avril et ao(it 2015. La majorité des notes cible des articles
faisant état d’avancées scientifiques dans le domaine de la santé
humaine. Ces notes mettent en avant l'effet décalé dans le
temps de perturbateurs endocriniens (DDT), l'impact de
substances sur la descendance apreés exposition in utero
(phtalates, BPA, contaminants de I'air), sur les gamétes males
(vinclozoline, argent nanoparticulaire) et probablement sur les
fonctions cognitives de jeunes enfants pour ce qui concerne des
retardateurs de flamme. Deux notes commentent l'effet de
mélanges sur la santé : I'une cible les effets de métaux en faible
concentration dans lI'eau de boisson, et l'autre les effets
d’allergénes issus de moisissures et d’animaux domestiques.

Dans le domaine des agents biologiques, on verra les
conséquences d’'une toxine marine (BMAA) sur le systéeme
nerveux central, la variabilité de I'effet des toxines botuliques
en fonction des sous-types, ou encore comment appréhender le
transfert a I'homme de la résistance aux antibiotiques de
souches bactériennes identifiées chez I’animal. Deux notes
portant sur les nanoparticules montrent d’une part l'intérét
d’une méthode d’analyse des genes pour décrypter des
mécanismes d’action a partir de cultures cellulaires en 3D, et
d’autre part, l'utilisation du mucus de méduse en station
d’épuration en vue de capturer et éliminer les nanoparticules.

Dans le domaine santé-travail, une de ces notes fait valoir la
conception de vétements de refroidissement pour leur
utilisation en milieu extréme, et aussi I'attention particuliere a
apporter aux mesures de protection des personnels soignants en
unité de traitement chimiothérapeutique.

Finalement, on prendra connaissance de la détection de multi-
composants dans le lait a I'aide de biosenseurs développés
spécifiguement, de l'utilisation de la fluorescence a rayons X
pour améliorer la qualité des données obtenues pour les
contaminants des sols. Les sciences sociales sont mises en
lumiere dans ces deux notes, dont I'une explique comment la
phytoremédiation pourrait étre mieux pergue au niveau
individuel pour étre collectivement adoptée et 'autre, la prise
en compte des perceptions de patients quant aux
risques/bénéfices de nouveaux médicaments avant leur mise sur
le marché.

Le comité de rédaction

Anses ¢ Bulletin de veille scientifique n° 28 e Santé / Environnement / Travail ¢ Mars 2016



Anses ¢ Bulletin de veille scientifique n° 28 e Santé / Environnement / Travail ¢ Mars 2016



AgENtS ChiMIQUES ....civuiiiiiiiiiiiiiirrre et reasesesesesenesesensssssnssssnssssenssssnssenes O

Les traitements anticancéreux : prévention du personnel de santé et impact sur I'environnement ...........cccccereeeneennene

La prise en charge du cancer implique la manipulation de médicaments potentiellement toxiques pour 'homme et
I'environnement. Dans certains services, ces molécules peuvent étre manipulées quotidiennement par des
professionnels qui connaissent mal leur toxicité (article 1), ce qui pourrait conduire a une exposition chimique du
personnel de ces unités. La sensibilisation réguliere au risque par la formation des professionnels de santé doit étre
encouragée. Par ailleurs et en I'absence de mesures spécifiques limitant les rejets de molécules anticancéreuses ou
de leurs métabolites dans les eaux usées, des résidus d’agents cytotoxiques peuvent se retrouver dans des
environnements aquatiques. Dans ce contexte, une étude de toxicité et de génotoxicité du 5-fluorouracile, molécule
trés largement utilisée dans le traitement du cancer, (article 2) montre qu’une exposition chronique sur deux
générations provoque des modifications histopathologiques avec une augmentation significative de la quantité
d’ADN endommagé dans certaines cellules, sans que cette exposition n’ait d’impact sur la survie, la croissance ni la
reproduction des poissons.

Exposition environnementale et conséquences sur la santé humaine (DDT et cancer du sein - Bisphénol A et fausses-

couches)

Limplication de produits considérés comme des perturbateurs endocriniens (PE) sur des pathologies
carcinologiques (cancer du sein) et reproductives (fausses-couches a répétition) et dont certains, comme le DDT ne
sont plus utilisés depuis plusieurs années dans les pays industrialisés, met en avant la nécessité de poursuivre I'étude
des effets a long termes sur la santé de ces produits.

Interactions entre retardateurs de flamme bromés et environnement maternel, nutritionnel ou animal....................

Les retardateurs de flamme (RFB) sont des composés permettant de protéger les plastiques des élévations de
température. On note depuis plus d’'une décennie un accroissement des quantités de RFB dans le sang humain, le
lait maternel, les tissus graisseux, et dans la faune sauvage. Plusieurs interrogations subsistent quant a leur action
sur les organismes. Malgré l'interdiction de deux PBDE (penta- et octa-BDE) en Europe et aux Etats-Unis, on
continue a les retrouver dans le sang humain. Une étude récente menée en Chine met en évidence les liens entre
une exposition prénatale a trois PBDE (penta-, octa et deca-BDE) et différents déficits comportementaux observés
chez de jeunes enfants de 24 mois. Lorsque certains RFB ont été interdits, des molécules de remplacement ont été
proposées et les études d’'impact de ces nouvelles molécules commencent a étre effectuées. La note propose deux
études : 'une sur les effets sur la santé humaine et animale (perturbateurs des récepteurs androgéniques) et I'autre
sur le devenir et les propriétés de migration dans I'environnement des nouveaux RFB. Des travaux de modélisation
montrent la persistance et la grande mobilité des remplagants, ce qui rend leur usage aussi problématique que celui
des composés qu'’ils remplacent

Exposition in utero aux phtalates, restriction de la croissance feetale et mécanismes physiopathologiques potentiels....

La restriction de croissance fcetale (RCF) est associée a une mortalité foetale et néonatale, et a une morbidité a long
terme. L'exposition in utero aux phtalates, plastifiants omniprésents dans notre environnement quotidien, fait partie
des facteurs de risque de RCF étudiés, mais son implication n’est pas encore clairement démontrée ni expliquée
d’un point de vue biologique. Dans les deux études présentées, |'exposition in utero au phtalate de di-2-éthylhexyle
(DEHP) est statiquement associée a la RCF et au faible poids de naissance. De plus, ces deux études proposent des
mécanismes d’action potentiels (méthylation de '’ADN, polymorphisme génétique, stress oxydatif) qui pourraient
sous-tendre, en partie, cette association. D’autres études, respectant des criteres méthodologiques discutés dans
cette note, doivent confirmer ces hypothéses.
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Effets de 'exposition simultanée a I'arsenic et a trois métaux lourds toxiques en faibles concentrations dans I'eau de

boisson

Le plomb, le mercure, I'arsenic et le cadmium sont des éléments toxiques ubiquitaires dans I'environnement.
L'Homme y est exposé essentiellement a travers I'alimentation et les eaux de boissons. Plusieurs études ont mis en
évidence la toxicité de ces éléments aux fortes doses. Les articles analysés dans cette note déterminent les
concentrations dans les organes de souris exposées aux divers mélanges de ces métaux aux faibles concentrations,
susceptibles d’étre retrouvées dans les eaux de boissons, et étudient les effets de ces mélanges sur les principaux
organes cibles. Ces études soulignent I'importance d’'étudier la toxicité des faibles doses des mélanges de métaux
afin de protéger la santé publique.

Impact de certains composants environnementaux sur les cellules germinales

La particularité des gameétes de transmettre des marques épigénétiques potentiellement modifiables par
I'exposition a des composants environnementaux pourrait expliquer la survenue de pathologies a la descendance.
La premiere étude montre que I'exposition prénatale a un perturbateur endocrinien altere la différenciation des
cellules germinales primordiales, le développement de la lignée germinale male et induit des modifications
épigénétiques aux générations suivantes. La seconde étude met en évidence les effets cytotoxiques de
nanoparticules d’argent sur les spermatozoides, altérant leur capacité a féconder un ovocyte et le développement
embryonnaire qui en découle. Ces deux études apportent des arguments supplémentaires a I'abondante littérature
qui suggere la possibilité d’une transmission de modifications induites par I'environnement par le biais des cellules
germinales, méme si en raison des contraintes méthodologiques les études d’exposition sont réalisées sur des
modeéles murins.
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Staphylococcus aureus porteurs du géne mecC chez I’Animal : faut-il craindre une nouvelle vague de résistance a la
méticilline chez'Homme ?

La récente émergence en Europe de clones animaux de S. aureus CC130 porteurs du gene de résistance a la
méticilline mecC a fait craindre 'avenement d’une nouvelle vague de méticillino-résistance chez 'Homme. Ces
clones montrent un faible niveau de résistance in vitro, pouvant aboutir a une sous-estimation de leur prévalence
mais posent néanmoins la question de leur réel impact thérapeutique. Les deux premiéres études présentées dans
cette note montrent une prévalence importante de clones de SARM mecC hautement conservés dans deux
populations animales et mettent ainsi en évidence la forte capacité de diffusion de ces souches dans certains
groupes d’animaux évoluant en captivité. La troisieme étude s’est quant a elle intéressée a |'expression de la
résistance a la méticilline chez des SARM mecC dans un modele d’infection in vivo et suggere I'efficacité potentielle
de I'oxacilline sur ces souches, donnant ainsi de nouveaux éléments sur le risque lié a ce type de SARM.

36

Allergénes impliqués dans les maladies respiratoires : vers une évaluation biologique multi-factorielle ?.................... 42

Moisissures et substances allergisantes provenant des chats, des chiens et des blattes peuvent jouer un réle dans le
développement des maladies allergiques mais les réles exacts de chacun restent mal définis. Mesurer objectivement
les différents facteurs biologiques devrait permettre des progres dans la compréhension de ces maladies.
Déterminer les concentrations des moisissures et des allergenes au sein des logements reste difficile, la culture des
micro-organismes se heurtant par exemple a la compétition qu’ils se livrent sur les milieux utilisés. Malgré cet
inconvénient des liens entre moisissures et allergénes d’animaux ont été mis en évidence. D’autres techniques
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notamment moléculaires, associées a une standardisation des échantillonnages devraient permettre de futurs
progres.

Impact de la biodiversité des toxines botuliques sur leur fonctionnalité et leur identification.

Les toxines botuliques (BoNT) sont responsables chez 'Homme du botulisme. Leur extréme toxicité par voie inhalée
et digestive en fait également un des principaux agents du risque biologique intentionnel. A contrario, ces toxines,
de par leurs propriétés paralysantes constituent un outil thérapeutique en plein essor. Sept types antigéniques (A a
G) de BONT ont été décrits, parmi lesquels une quarantaine de sous-types ont été identifiés grace aux techniques de
biologie moléculaire. L'existence d’un huitieme type (H) est actuellement discutée. L'étude de la fonctionnalité des
sous-types est donc un enjeu majeur pour évaluer le risque sanitaire naturel ou intentionnel qu'’ils représentent et
pour déterminer leur intérét pour les applications médicales. La connaissance de la diversité des BoNT est aussi
primordiale pour développer des techniques d’identification non ambigué adaptées au botulisme naturel et
intentionnel.

Antibiorésistance : de I'animal a lhomme

L'antibiorésistance chez les animaux d’élevage et sa transmission a I’'hnomme constituent un probléme majeur de
santé publique. Pour limiter les risques sanitaires, comprendre la dynamique de transmission et évaluer les codts, il
est nécessaire de privilégier une approche pluridisciplinaire selon le concept « Une Seule Santé». Les articles
analysés abordent différents aspects de ce concept. lls indiquent que a) les bactéries résistantes associées aux porcs
confinés dans des porcheries peuvent se propager par différentes voies de transmission dans I'environnement ; b)
que les personnes sans contact direct avec des animaux peuvent étre colonisés par des souches d’origine animale
via une transmission indirecte et c) que les colts liés a la présence de SARM dans les élevages intensifs peuvent étre
trés importants et que, dans certains contextes épidémiologiques, la mise en place de programme de prévention est
rentable.

45

49

ALENTS PRYSIQUES ...ttt rrnee e reasesrneerenssseneserenssessnssssnssssensssssnsssenssssensases DI

Evaluation de la toxicité de NPs d’oxydes métalliques par un modeéle de culture cellulaire 3D et une approche de
toxicogénomique

L’évaluation de la sécurité des nanoparticules et notamment les oxydes métalliques, pourrait étre améliorée par le
développement de technique in vitro permettant un screening plus rapide de la toxicité. La toxicogénomique
permet d’étudier les effets des NPs sur 'ensemble du génome et donne une vision élargie des mécanismes d’action
pouvant étre impliqués. En effet, des modifications énergétiques ou des facteurs de coagulation peuvent étre mises
en évidence par cette approche. En complément, le développement de modeles offrant un environnement plus
complexe, proches des modeles physiologiques, est important. Par exemple, les résultats obtenus avec des modeles
de culture en trois dimensions peuvent différer de ceux obtenus avec modeles cellulaires standards. Les tests de
viabilité cellulaire basés sur I'activité métabolique sont bien transposables sur de tels modeéles.

Vers un traitement efficace des nanodéchets

Bien qu'il reste difficile de généraliser le risque réel associé aux nanomatériaux et a leur production, il est clair
aujourd'hui qu'ils peuvent potentiellement induire des effets négatifs sur les systemes biologiques, humains ou
écologiques. Il est donc nécessaire de développer des techniques de traitement des nanomatériaux en fin de vie,
tels que ceux contenus dans les eaux usées. Dans cette optique, Patwa et al. démontrent la capacité des mucus
produits par les méduses a "piéger" les NPs manufacturées et proposent une solution bio-inspiré des nano-déchets
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qui s’avere étre innovante et prometteuse pour l'avenir. Parallelement, Yang et al. mettent en évidence la capacité
des bioréacteurs séquentiels déja utilisés dans les stations d'épuration a traiter sur le long terme certaines NPs.
Cependant, l'introduction ponctuelle, massive et conjointe de plusieurs NPs diminue I'efficacité voire stoppe les
bioréacteurs.

QUALIEE S MIlTEUX eeureireieireirereirertereerereersereseesseressesssressessssesssssssesssssssesssssssessssnssessssnssenses®I

Pollution de I'air ambiant et santé des nouveau-nés a la naissance 64

Les nouveau-nés de petits poids de naissance sont considérés comme plus fragiles. lls présentent plus de problemes
de développement et ont un risque accru de maladies chroniques a I'age adulte. De plus en plus d’études montrent
que I'exposition de la mére pendant la grossesse aux polluants de I'air joue un role, méme modeste sur le poids a la
naissance. Toutefois, les mécanismes en jeu expliquant les effets de la pollution de I'air sur le développement du
foetus, restent a élucider. Les deux études retenues montrent I'impact de la pollution de I'air sur le poids de
naissance. Les expérimentations profitant de modifications significatives de la qualité de I'air, présentent un grand
intérét puisqu’elles permettent d’étudier les effets de la qualité de I'air avec un avant et un aprés, en s’affranchissant
des biais classiques des études d’observation, et montrent que I'amélioration de la qualité de I'air permet d’en
réduire les effets de la pollution, et inversement. Devant la difficulté de déterminer quel constituant de la pollution
est en cause, les études concluent souvent a un effet cocktail.

Contamination des sols urbains : role crucial du type et de la qualité des données pour I'évaluation des risques........70

A I'échelle mondiale, les jardins urbains se sont développés de maniére importante ces dernieres années.
Alors que certaines cultures sont réalisées hors-sols, d’autres sont pratiquées en pleine terre. Or, en raison
du passé industriel de nombreuses villes, du trafic routier, des rajouts de terre et remblais de qualité tres
variable, etc., des contaminants dommageables pour la santé, tel que le plomb, se sont accumulés dans les
sols qui présentent la particularité d’étre trés hétérogénes, parfois a micro échelle. L’évaluation
guantitative des risques en est donc rendue complexe en raison de la difficulté a obtenir des données
sources représentatives du sol sur lequel on veut cultiver, pour alimenter les modeles de risque. La
possibilité d’analyser un grand nombre d’échantillons, le cas échéant instantanément et in situ, par
spectrométrie de fluorescence X (valable pour certains métaux), et de pouvoir produire des cartes de risque
géochimique a différentes échelles, contribue a améliorer les niveaux de précision des analyses de risque.
La prise en compte des teneurs bioaccessibles des métaux du sol, plutot que les teneurs totales, contribue
aussi @ améliorer la qualité des évaluations. Ces méthodes ont été testées dans des situations réelles de
jardins urbains. Bien utilisées, elles permettront d’évaluer plus finement le risque et d’étre en mesure de
proposer des solutions de gestion adaptées dans le but d’éviter le plus possible I'excavation de terres,
matériau de plus en plus convoité, tout en suggérant des usages adaptés des sols en fonction des
contaminants présents. Pour autant, I’évaluation des risques demeure complexe et les conclusions des
études peuvent sensiblement varier selon le choix des modéles, et des variables dans ces modéles, et la
méthodologie des prélévements.
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Conséquences cérébrales d’une exposition a la cyanotoxine BMAA chez le rat et détection dans le systéme nerveux

central humain. 76

Le BMAA, neurotoxine produite par les cyanobactéries présentes dans tous les milieux aquatiques, est
suspecté de favoriser la survenue d’un certain nombre de maladies neurodégénératives, notamment la
sclérose latérale amyotrophique. Les deux premiers articles démontrent les conséquences néfastes chez
des rats adultes d’'une administration aigue de BMAA au stade juvénile sur le cerveau et les fonctions
motrices. Le troisieme article démontre la présence de BMAA dans le liquide céphalorachidien de certains
individus suédois, sains ou atteints de sclérose latérale amyotrophique, possiblement exposés a la toxine
par le biais de leur alimentation. Cette note démontre I'accumulation possible de BMAA dans le cerveau
humain et confirme sur un modele animal sa dangerosité sur les structures cérébrales, soulignant ainsi
I'importance d’évaluer les risques d’apparition des maladies neurodégénératives dus a I'exposition au
BMAA, notamment par |'alimentation.
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Développement de biosenseurs pour l'identification et la quantification en temps réel des contaminants de
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Pour déterminer le risque lié a I’exposition aux agents chimiques, il est nécessaire de disposer de méthodes
analytiques spécifiques de la molécule recherchée, sélectives et sensibles, méme quand I'analyse fait
intervenir des matrices biologiques complexes comme le lait. Il est parfois nécessaire de disposer de
méthodes utilisables sur le terrain ou en continu. Si les méthodes analytiques séparatives couplées a la
spectrométrie de masse sont les plus utilisées, elles nécessitent des étapes complexes de préparation
d’échantillon. Pour pallier ces inconvénients et permettre un suivi en paralléle de plusieurs familles
chimiques, les biosenseurs sont de plus en plus utilisés. Un biosenseur a pour fonction de convertir la
concentration des agents chimiques recherchés en signal mesurable. Cette note présente les avancées
obtenues dans le domaine des biosenseurs utilisés dans la détection multi-composants (Pesticides,
hormone, métaux lourds) dans le lait et 'eau.

Confort thermique en milieux extrémes : vers la conception de systemes de refroidissement individuels
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Certains travailleurs sont exposés a un environnement de travail difficile, en termes de température et
d'humidité, qui affecte leur concentration et qui se traduit par une augmentation des accidents mais aussi
par une diminution de productivité. Plusieurs techniques de refroidissement ont été imaginées et congues,
basées sur différentes technologies comme les matériaux a changement de phase, les systemes ventilés ou
encore thermoélectriques. Cependant, toutes présentent des limites dans leur utilisation. Cette note met
en évidence les derniéres avancées scientifiques sur le développement d’équipements de refroidissement
individuels (systéme a circulation d’air sec ou a circulation de liquide, intégré directement dans la structure
de I'équipement) permettant une amélioration significative du confort thermique des utilisateurs. Ces
équipements restent cependant limités a une utilisation stationnaire.
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Risques sanitaires et SOCIBE .........cccivveeiiiiiieniiiiiiiniinirrnes s renssseseesssssssssnsssssssnnnssens 91

Perceptions et acceptabilité sociale de la phytoremeédiation ..........ccccceiiiiiiiiiiiiiiniiiissssscsssssssssssssss s aees 92

La pollution des sols est un probléme mondial. En Europe, 340 000 sites sont potentiellement pollués en
2014 ; en France, plus de 6 000 sites le sont en 2015. Les techniques de traitement les plus couramment
utilisées, notamment en France, reposent sur |'excavation. La phytoremédiation offre pourtant une
alternative de traitement intéressante, peu coliteuse et conforme aux principes du développement durable
pour les sites pour lesquels il n’y a pas de projet de reconversion immédiat. Elle peine cependant a étre
mise en ceuvre. Analyser la phytoremédiation sous I'angle des attentes individuelles permettrait de mettre
en place des dispositifs de communication et d’information concernant le panel des techniques de
traitement des sols plus efficaces.

De I'implication du public dans le processus d’expertise a sa prise en compte dans les politiques de santé. .95

De plus en plus, les initiatives se multiplient pour prendre en compte les contributions de la société civile
dans I'évaluation des risques. Croisant I'expérience d’acteurs de la participation du public dans les
politiques de santé et la littérature anglosaxone sur ce sujet, le premier article analyse le processus par le
biais duquel les contributions du public sont prises en compte par les décideurs. Le second article montre
I'intérét d’impliquer des patients, non-affiliés a des « groupes d’intérét » dans I’évaluation des risques
sanitaires. Enfin, il ressort des deux articles que les moyens organisationnels jouent un réle important sur la
performativité des dispositifs participatifs.

Les notes d’actualité scientifique refletent le point de vue des équipes scientifiques partenaires et n’engagent nullement
le Comité éditorial ou I’Anses.
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Agents chimiques

Les traitements anticancéreux :
prévention du personnel de santé
et impact sur l'environnement

Période : avril 2015 a ao(t 2015

[EEHEY R Y IS (A WU o]\ | laetitia.le@gmail.com

AP-HP, Hopital européen Georges-Pompidou - Service de pharmacie - Paris - France

Mots clés: contamination de surface, exposition professionnelle, médicaments anticancéreux, 5-Fluorouracile,
prévention, zebrafish

Le traitement par chimiothérapie constitue l'une des principales thérapeutiques pour traiter le cancer avec la chirurgie et la
radiothérapie. Cette approche thérapeutique utilisant des médicaments anticancéreux s’accompagne toutefois d’un risque potentiel
pour les professionnels de santé et plus généralement pour I'environnement et les écosystémes. En effet, les médicaments
cytotoxiques* utilisés dans le traitement du cancer sont des agents potentiellement cancérigenes®, mutagenes* et reprotoxiques*.
De nombreuses études ont mis en évidence des traces de ces résidus médicamenteux dans I'environnement de travail (1) ou encore
dans les eaux usées (2), notamment en sortie des établissements de santé. La manipulation des médicaments cytotoxiques*, des
déchets de soins et surtout des excreta des patients traités par ces molécules représentent les principales sources de contamination
environnementale. Afin de réduire |'exposition, de nombreuses recommandations de bonnes pratiques de soins ont été publiées (3—
5), des dispositifs visant a sécuriser la manipulation de ces médicaments ont été développés et commercialisés (6—8). En dépit de
toutes ces mesures, de nombreuses contaminations résiduelles persistent. Il n’existe pas a ce jour de recommandations pour limiter
les rejets dans les eaux usées, de médicaments cytotoxiques issus des excreta des patients, exposant ainsi la faune et la flore a des
molécules cytotoxiques. L'impact environnemental de ces expositions répétées a de faibles doses de molécules cytotoxiques est
aujourd’hui mal connu. La premiére étude de Kieffer et al. (2015) évalue le niveau de formation et de protection des professionnels
de santé paramédicaux travaillant dans des unités de soins d'oncologie. La deuxiéme étude de Kovacs et al. (2015) illustre I'impact
potentiel d'une contamination par un agent anticancéreux tres largement utilisé, le 5-fluorouracile*, sur plusieurs générations
successives de poissons-zebres.

Prévention de la contamination du personnel lors du nettoyage et de la manutention des médicaments et
hospitalier par les agents cytotoxiques : déchets cytotoxiques.
évaluation des connaissances et formation Au total, 82 % des unités ont terminé I'enquéte d’évaluation

. . T et 63% des personnes volontaires participantes (n=97
des professionnels de santé paramédicaux N P ) ires particip n= ,)
d ité d’oncolosi étaient de profession paramédicale. Sur neuf unités

ans une unite d'oncologie d’oncologie évaluées, 89 % des participants ont déclaré avoir
Kieffer C, Verhaeghe P, Lagrassa S, Grégoire R, Moussaoui Z, une connaissance limitée du risque général et de la
Casteras-Ducros C, Clark JE, Vanelle P, Rathelot P. Preventing manipulation sécuritaire des médicaments cytotoxiques. Les
the contamination of hospital personnel by cytotoxic agents:
evaluation and training of the para-professional healthcare
workers in oncology units. Eur J Cancer Care. 2015; 24(3):404-10.

vétements de protection n'étaient pas toujours utilisés et les
déchets de chimiothérapie n’étaient pas gérés selon les
recommandations dans toutes les unités. Par ailleurs, 89%
; ; des unités ont déclaré utiliser des gants en vinyle qui sont les
Résume moins protecteurs vis-3-vis des molécules cytotoxiques.
Seules 44% des unités utilisaient des techniques de
nettoyage adaptées, par balayage humide, limitant la remise
en suspension dans I'air de particules. Toutefois, I'utilisation
d'eau de javel pour nettoyer les sols a été rapportée bien
que son efficacité sur les molécules cytotoxiques soit
controversée. D'autre part, 11 % des unités n'avaient pas de
procédures spécifiques pour le nettoyage des équipements
utilisés pour la collecte des excréta contaminés (pour des
questions de co(t). Ce travail illustre globalement un défaut
d’information et de formation des personnes manipulant des
molécules cytotoxiques et ainsi, la vulnérabilité des
professionnels paramédicaux vis-a-vis des contaminations.

Cette étude porte sur le personnel de santé paramédical qui
manipule les médicaments cytotoxiques et les déchets
contaminés dans onze unités d'oncologie du centre
hospitalier universitaire public de Marseille (AP-HM) en
France.

L'objectif principal était d’évaluer les connaissances et les
pratiques professionnelles du personnel de |'établissement.
Dans un second temps, le personnel a été sensibilisé, éduqué
et formé aux mesures de protection afin de minimiser son
exposition a la toxicité potentielle des agents de
chimiothérapie* anticancéreuse (ou de leurs métabolites)
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Sur cette base, les procédures et lignes directrices de
I'établissement ont été révisées et harmonisées pour
prévenir |'exposition professionnelle avec notamment une
utilisation systématique des équipements de protection
individuelle (EPI), une amélioration du circuit des déchets
contaminés, une révision des stocks de de matériels tels que
les gants en nitrile, le changement de produit de nettoyage
et le développement d'un programme institutionnel de
formation destiné a I'ensemble des professionnels exergant
en oncologie.

Commentaire

Ce travail propose une évaluation des connaissances et de la
formation des professionnels de santé. Elle repose sur une
évaluation collective au travers de réunions de groupe d'un
petit nombre de personnes (n=97) a l'aide d'un
questionnaire développé localement au cours d'une étude
pilote. Il aurait été intéressant de compléter ce travail par
une évaluation individuelle ou par type de personnels afin
d'affiner les résultats et d'identifier plus spécifiquement les
acteurs les plus critiques.

Au vue du risque associé aux médicaments anticancéreux, de
nombreuses recommandations de bonnes pratiques de
manipulation des médicaments dangereux anticancéreux ont
été publiées notamment par I'American Society of Health
System Pharmacists et I'International Society of Oncology
Pharmacy Practitioners. En France, I'Institut national de
recherche et de sécurité (INRS) a également publié un
dépliant sur cette question. Toutefois, I'étude de Kieffer et
al. (2015) met en évidence le manque de protection et de
connaissance des procédures de prévention des
professionnels paramédicaux dans ces unités. Ce travail met
par ailleurs en avant un défaut de formation du personnel
évalué, a la manipulation de substances dangereuses, avec
des conséquences avérées sur la santé en cas d’exposition
(9). Cela a conduit I'hdpital a réviser les procédures de
manipulation. Ce travail illustre la nécessité de former les
professionnels de santé a la manipulation et au risque
encouru par ces médicaments cytotoxiques mais également
a la nécessité d'évaluer la formation, aspect qui n'a pas été
abordé dans cette étude. En effet, seules des informations
sur les équipements de protection individuelle, sur les
procédures de nettoyage, la gestion des excréta ainsi que
I'information des patients ont été entreprises au sein de
I'établissement. Il est par exemple demandé aux patients
d’uriner en position assise pour limiter des projections
contenant des médicaments cytotoxiques ou leurs
métabolites’. Cette recommandation a pour but de limiter
I'exposition du personnel infirmier ainsi que les proches du
patient. A I'issu de ce travail, des recommandations regles
simples destinées au personnel, aux patients et a leur famille
sont proposées sous forme d’affiche pour limiter les risques.
Cette derniére mesure, facile a mettre en ceuvre contribue a
rappeler le risque au personnel et a sensibiliser les acteurs
de soins et les patients au quotidien. Toutefois, au-dela de ce
travail, il serait intéressant d'évaluer I'efficacité des mesures
mises en place et de la formation aux nouvelles procédures
afin de garantir une démarche qualité complete de gestion
des risques.

Agents chimiques

Evaluation de la toxicité et de la génotoxicité
de faibles doses de 5-fluorouracile dans

une étude sur deux générations de poissons
zébres (Danio rerio(10))

Kovacs R, Csenki Z, Bakos K, Urbanyi B, Horvath A, Garaj-
Vrhovac V, Gajski G, Geri¢ M, Negreira N, Lopez de Alda M,
Barcel6 D, Heath E, Kosjek T, iegura B, Novak M, Zajc |, Baebler
§, Rotter A, Ramsak Z, Filipi¢ M. Assessment of toxicity and
genotoxicity of low doses of 5-fluorouracil in zebrafish (Danio
rerio) two-generation study. Water Res. 2015; 77:201-12.

Résumé

Les résidus de médicaments anticancéreux représentent des
polluants émergents de I'environnement aquatique.
Plusieurs de ces molécules sont génotoxiques* et associées a
des effets néfastes sur |'écosystéme car elles représentent
des risques pour les organismes non cibles, méme a une
concentration de quelques nanogrammes par litre, en
particulier dans des conditions d'exposition chronique. Le
5-fluorouracile (5FU) est I'une des molécules les plus utilisées
dans les protocoles de thérapies anticancéreuses. Au travers
de cette étude, Kovacs et al. avaient pour objectif d’évaluer
la toxicité du 5FU sur deux générations de poissons zébres
(Danio rerio*). L'exposition au 5FU a trois doses (0,01; 1,0 et
100 pg/L) a été initiée sur des poissons adultes de génération
FO pendant deux semaines puis poursuivie sur les deux
générations suivantes F1 et F2. D'apres les résultats,
I'exposition n’a pas d’impact sur la survie, la croissance ni la
reproduction des poissons. Toutefois, des changements
histopathologiques* ont été mis en évidence au niveau des
reins et du foie pour toutes les doses de 5FU, avec une
augmentation significative d’ADN endommagé dans le foie et
les cellules sanguines. Dans les érythrocytes*, une
augmentation significative dose-dépendante de la fréquence
des micronoyaux* a été observée pour I'ensemble des doses.
Enfin, I'analyse transcriptomique* des échantillons de foie de
la génération F1 exposée a 0,01 et 1 ug/L de 5FU a révélé
une augmentation dose-dépendante du nombre de genes
différentiels exprimés dont certains impliqués dans la
régulation de plusieurs ADN endommagés.

Commentaire

Dans le cadre de la convention 2004-07 entre I'Institut
national du cancer (INCa) et I'Agence francaise de sécurité
sanitaire de I'environnement et du travail, I'INCa avait chargé
I'Afsset, devenue Anses depuis 2010, de réaliser une étude
visant a collecter des données sur la contamination de rejets
hospitaliers*. L'objectif était d'estimer le risque pour la santé
de la population générale, lié a la diffusion éventuelle de
molécules anticancéreuses vers l'environnement. L'étude
menée en 2007 s’est focalisée sur le suivi de cing molécules
(5-fluorouracile, ifosfamide, cyclophosphamide, étoposide et
méthotrexate). La campagne de mesures, réalisée sur trois
mois, a confirmé la présence de molécules anticancéreuses
dans les rejets. Cependant ces données n'ont pas été
suffisantes pour évaluer le risque lié a la présence de ces
molécules dans les eaux pour la santé humaine et
I’environnement dans les eaux. Kovacs et al (2015) fournit un
exemple de lI'impact sur la faune aquatique, les poissons
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zebres, de rejets de molécules cytotoxiques associées a la
prise en charge de patients atteints de cancer. Les
concentrations  d’anticancéreux détectées sont en
adéquation avec les résultats obtenus dans I'étude menée
par I'Afsset. Toutefois, I'étude de Kovacs et al. (2015)
n'évalue qu'une molécule anticancéreuse. Bien que le 5FU
soit I'une des molécules les plus prescrites dans le cadre du
traitement des cancers, elle est classée comme un agent de
classe 3 (non cancérigéne pour I'homme) selon le Comité
internationale de recherche contre le cancer (CIRC). A ce
jour, les principales sources de contamination des eaux
usées sont les excréta des patients (10). En ce qui concerne
le 5FU, il est éliminé a plus de 80 % dans les urines sous la
forme d’un métabolite: I'a-fluoro-B-alanine. Il aurait été
intéressant d’évaluer dans cette étude la toxicité de ce
métabolite ou encore d’autres anticancéreux notamment le
cyclophosphamide*, molécule largement utilisée et classée
comme agent de classe 1 par le CIRC.

Les traitements anticancéreux : prévention du personnel de santé et impact sur I'environnement

Laetitia LE et Eric CAUDRON

CONCLUSION GENERALE

L’exposition des professionnels de santé aux
médicaments cytotoxiques peut survenir tout au long
de [lactivité professionnelle. Face aux propriétés
potentiellement  cancérigénes, mutagenes et
reprotoxiques des médicaments anticancéreux et de
leurs métabolites, I'exposition a ces molécules peut
présenter un risque pour la santé. Méme si les
infirmiéres, qui administrent les médicaments, et les
préparateurs en pharmacie sont souvent considérés
comme les personnes les plus a risque, d’autres
professionnels de santé sont potentiellement exposés
tels que les agents hospitaliers et les techniciens de
surface.

Le risque concerne également les proches des patients
soignés. L’étude de Kieffer et al. (2015) met en
évidence le manque de protection et de connaissance
des procédures de prévention des professionnels
paramédicaux, malgré I'existence de bonnes pratiques
de manipulations et autres recommandations
disponibles. Cette étude illustre la nécessité de former
dans le service étudié, les professionnels de santé a la
manipulation des médicaments cytotoxiques mais
également au risque encouru. Au-dela d’une
protection individuelle et collective en milieu
professionnel, ces mesures d’information, de
sensibilisation et de formation devraient permettre de
limiter les contaminations environnementales a
proximité des établissements. Il est nécessaire de
mesurer I'impact environnemental de ces rejets et la
méthodologie utilisée dans I'étude de Kovacs et al.
(2015) pourrait étre appliquée a d’autres molécules
cytotoxiques.

La pression environnementale associée au rejet de
médicaments anticancéreux ne fait que croitre, en
raison de [I'émergence de nouvelles molécules
anticancéreuses et du nombre croissant de patients
traités pour cancer. En effet, le nombre de
chimiothérapies administrées ne cesse d’augmenter.
Selon I'Institut national du cancer, le nombre annuel
des séances de chimiothérapie continue a augmenter :
entre 2010 et 2013 cette hausse est de 3,2 % (11). De
plus, avec I'essor des médicaments anticancéreux par
voie orale et le développement de nouvelles
structures de soins, la prise en charge en
hospitalisation a domicile* (HAD) des patients atteints
d’un cancer tend a augmenter, ce qui favorise la
dissémination d’anticancéreux dans I'environnement.
De nos jours, la problématique d’exposition a ces
molécules n’est plus réservée a I'hopital et a son
personnel de santé. Les mesures de prévention
adaptées doivent mises en oeuvre pour limiter
I'exposition des personnels soignants voire les proches
des patients.
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GENERAL CONCLUSION

Exposure of healthcare workers to cytotoxic drugs can
occur during daily task. Regarding carcinogenic,
mutagenic and reprotoxic properties of antineoplastic
drugs, exposure to these molecules presents obvious
risk for health. Although nurses administering
medicines to patient and pharmacy technicians
manufacturing them are highly exposed, other
healthcare workers are also subjected to the same
risk.

The study of Kieffer et al. (2015) highlights the lack of
protection and knowledge of prevention procedures of
para-professional healthcare workers despite the
existence of good practice and other
recommendations of safety handling practices. This
study illustrates the need to train health professionals
for handling but also risk to these cytotoxic drugs.
Beyond individual and collective protection in the
workplace, these information, awareness and training
measures are expected to limit the environmental
contamination in hospitals. Furthermore, there is no
recommendation for preventing the release of
cytotoxic drugs from patients’ excreta which end up in
wastewater and thus, lead to a widespread of the
cytotoxic drugs (e.g. flora and fauna exposures). The
environmental impact of these repeated exposures to
low doses of cytotoxic molecules is not well known
nowadays and probably explains the lack of national
action to limit this impact onto the environment. The
environmental impact of these discharges must be
evaluated as in the study by Kovacs et al.

Actually, the environmental pressure is increasing
because of the emergence of new therapeutics,
increasingly early diagnostics of patients with cancer
and aging of the population which results to
increasing the number of cancer cases. The
chemotherapy number constantly grows.
According to the French National Cancer Institute
(INCa), chemotherapy sessions carried out in 2013
increased up to + 3.2% compared to 2010 (11).
Moreover, with the development of oral anticancer
drugs and the development of new health facilities,
support for home care patients with cancer tends to
increase with a spread of cytotoxic contamination in
the environment. Nowadays, the problem of exposure
to these molecules is no longer limited into hospital
and its health personnel. Prevention measures should
be implemented to limit the exposure of healthcare
workers or patients’ family.

Agents chimiques

Lexique

5-fluorouracile : Anticancéreux qui appartient a la classe des
médicaments antimétabolites, sous-classe des analogues de
la pyrimidine

Anticancéreux : Molécule qui bloque la multiplication des
cellules cancéreuses

Cancérigéne : Substance susceptible de provoquer des
cancers

Changement histopathologique : Modification des tissus
observée aprés prélevement par biopsie ou sur une piece
opératoire

Chimiothérapie : Traitement médicamenteux pour traiter le
cancer

Cyclophosphamide : Anticancéreux qui appartient a la
famille des agents alkylants

Cytotoxique : Toxique pour les cellules

Erythrocytes : Cellules du sang communément appelé
globule rouge

Génotoxique : Substance pouvant compromettre l'intégrité
physique ou fonctionnelle du génome

Hospitalisation a domicile (HAD) : Forme d'hospitalisation
permettant d'assurer au domicile du patient des soins
médicaux et paramédicaux importants, pour une période
limitée mais renouvelable en fonction de I'évolution de son
état de santé. L'HAD intervient exclusivement sur
prescription médicale et avec I'accord du médecin traitant,
qui assure la prise en charge médicale tout au long du séjour.
Elle est prise en charge par I'Assurance maladie.
Métabolites : Composé issu de la métabolisation d'une
molécule

Micronoyaux : Fragment d’ADN localisé dans le cytoplasme,
entité nucléaire dissociée du noyau cellulaire, et qui reflete
une cassure de ’ADN double brin survenue au cours de la
mitose.

Mutagéne : Substance susceptible de modifier le génome
Poisson Danio rerio : Espéce de poissons de la famille des
Cyprinidés (Cyprinidae) qui se rencontre en Inde. Il est
couramment utilisé en aquariophilie et en laboratoire ou il
sert d'organisme modéle. Nommé communément zebrafish
ou poisson zébre

Reprotoxique : Substance toxique pour la reproduction
Transcription : Processus cellulaire consistant a copier I’ADN
en ARN
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Les traitements anticancéreux : prévention du personnel de santé et impact sur I'environnement
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Cette étude explore I'effet toxique de quatre molécules
anticancéreuses parmi les plus utilisées (cyclophosphamide,
méthotrexate, 5-fluorouracile et imatinib) sur la flore. Les
essais sont réalisés sur des semis de Lactuca sativa et
montrent une phytotoxicité importante du méthotrexate
ainsi que des aberrations chromosomiques, une mutagénicité
et [l'apoptose des cellules selon les molécules
anticancéreuses. Ces résultats confirme la nécessité de
maitriser la contamination des notamment les eaux usées qui
sont apreés traitements réutilisées pour irriguer les sols et
I'agriculture.

(2) Johnson AC, Keller V, Dumont E, Sumpter JP. Assessing
the concentrations and risks of toxicity from the antibiotics
ciprofloxacin, sulfamethoxazole, trimethoprim and
erythromycin in European rivers. Sci Total Environ. 2015 Apr
1;511:747-55. doi: 0.1016/j.scitotenv.2014.12.055. Epub
2015 Jan 21. PubMed PMID: 25617699.
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Gomes MC, Brito M. Assessment of genotoxic effects in
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doi:10.1080/15287394.2014.910158. PubMed PMID:
25072720
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Exposition environnementale et
conséquences sur la santé humaine
(DDT et cancer du sein - Bisphénol A
et fausses-couches)
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Inserm - EA 3694 - Toulouse - France

Mots clés : bisphénol A, cancer du sein, DDT, exposition in utero, exposition maternelle, fausse-couche, perturbateurs
endocriniens

Depuis plusieurs décennies, de nombreuses publications ont mis en avant le rdle possible d’expositions a des perturbateurs
endocriniens sur la santé humaine (1, 2). Dans cette note, nous examinerons les effets de I'exposition in utero aux perturbateurs
endocriniens sur des femmes, a travers deux publications, la premiére portant sur les relations entre le DDT* et le risque de cancer
du sein, la seconde entre le bisphénol A et le risque de fausses couches.

Concernant le DDT, deux études publiées en 2007 et 2011 avaient mis en évidence que les méres exposées au DDT (p, p’-DDT) avant
I'dge de quatorze ans, présentaient un risque multiplié par 5 de cancer du sein (cohorte de femmes enceintes suivies pendant 17
années dans le cadre du Child Health and Development Studies) (3, 4). Toutefois, une méta-analyse récente (2013) ne montrait pas
de lien significatif entre I'exposition au DDT et le cancer du sein (5). La publication présentée dans cette note fait le point sur les
relations entre I'exposition in utero au DDT et le cancer du sein.

Dans I'espéce humaine, la prévalence des fausse-couches a répétition est estimée entre 1 et 4%, avec des facteurs de risque
identifiés dans moins de la moitié des cas (anomalies chromosomiques, malformations utérines, désordres hormonaux, infections)
(6). Plusieurs auteurs ont récemment émis I'hypothése que certains perturbateurs endocriniens pourraient jouer un rdle dans la
survenue des fausses-couches a répétition, et en particulier I'exposition péri-gravidique au bisphénol A (7, 8). La publication
présentée dans cette note étudie le risque de survenue de fausses-couches a répétition en fonction de la concentration urinaire en
bisphénol A.

Exposition in utero au DDT et cancer du sein
Cohn BA,La Merrill M, Krigbhaum NY,Yeh G, Park
JS, Zimmermann L, Cirillo PM. DDT Exposure in Utero and Breast
Cancer. J Clin Endocrinol Metab 2015 Jun 16.

Résumé

Cette étude de type cas-témoin a été réalisée au sein d’une
large étude prospective réalisée en Californie entre 1959 et
1967, et incluant des femmes enceintes. Cet article étudie le
lien entre le nombre de cancers du sein, diagnostiqués avant
I'dage de cinquante-deux ans chez les filles nées au sein de
cette cohorte et I'exposition de leur mere au DDT (taux
sanguins en DDT et en métabolites du DTT). Des témoins
issus de la cohorte ont été appariés sur I'année de naissance
avec les cas identifiés (avec un cancer du sein).

L’étude a consisté a comparer les taux des métabolites du
DDT et du DDE, p,p’-DDT et o,p’-DDT (échantillons sanguins
prélevés chez les méres pendant et apreés la grossesse) chez
118 femmes présentant un cancer du sein diagnostiqués
avant I'age de cinquante-deux ans, et chez 354 femmes
indemnes de cette pathologie et appariées sur I'année de
naissance et sur le trimestre de prélevement sanguin réalisé
chez la mere. Les taux de DDT et des métabolites ont été

comparés par quartiles en utilisant le premier quartile pris
comme valeur de référence, avec des ajustements sur I'age,
le BMI* I'origine ethnique, la parité, I’allaitement maternel.
Les résultats mettent en évidence une augmentation
significative du risque de cancer du sein en cas de présence
plus élevée de o,p’-DDT (comparaison entre le premier et le
quatriéme quartile), avec un OR* ajusté de 3.7 (1.5-9.0).

De plus, la présence d’o,p’-DDT a des niveaux élevés est
significativement associée a un stade de cancer de grade plus
élevé (atteinte régionale versus localisation ‘in situ’) ainsi
gu’a la présence du géne ER2* (cancer hormono-dépendant)

Commentaire

Les résultats de cette étude confortent les résultats
préliminaires publiés par ces mémes auteurs en 2011, d’un
possible effet de I'exposition in utero aux DDT sur le risque
de cancer du sein faisant alors entrer le DDT et ses
métabolites dans la famille des perturbateurs endocriniens.
De plus, les conséquences de I'imprégnation per-gravidique
du DDT non seulement sur la premiere génération mais
aussi sur la seconde génération, soulignent I'importance
majeure de la réceptivité environnementale a ces produits
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au cours de la période gravidique et d’un possible impact
« épigénétique ».

Toutefois, un certain nombre de limites méritent d’étre
soulignées : les cancers diagnostiqués avant I'age de
cinquante-deux ans, seules les mesures du o,p’-DDT sont
examinées, le nombre de cas incidents est relativement
faible et d’autres sources d’expositions environnementales
ou de données sur des expositions post-natales et a I'dge
adulte n’ont pas été étudiées dans l'article de Cohn et al.
Dans cette optique, la mise en place de modéles
expérimentaux pourrait étre développée pour essayer de
comprendre les mécanismes de compétition ou d’induction
carcinologique mis en jeu par ces produits. Tout en
mentionnant un nombre de cas de cancer du sein relativement
faible dans cette étude (n=118) ainsi que I'incapacité a mesurer
d’autres risques environnementaux, les auteurs soulignent
Iapport de ces premiers résultats attestant d’une relation
significative entre I'exposition in utero au DDT et la survenue du
cancer du sein dans la génération féminine suivante, la faisant
population a risque dans des pays ou ces produits ont été
interdits depuis cinquante ans.

Par ailleurs, si I'interdiction du DDT est aujourd’hui effective
dans de nombreux pays industrialisés, la persistance de son
utilisation dans la lutte anti-malaria dans de nombreux pays
émergents et en développement demeure encore
aujourd’hui un sujet de préoccupation en termes de santé
publique (9-11).

Une concentration élevée en bisphénol A est
associée a la survenue de fausses couches a
répétition (résultats d’une étude cas-témoins

menée en Chine)

Shen Y, Zheng Y, Jiang J, Liu Y, Luo X, Shen Z, Chen X, Wang
Y, Dai Y,Zhao J,liang H,Chen A,Yuan W. Higher Urinary
bisphenol A Concentration Is Associated with Unexplained
Recurrent Miscarriage Risk: Evidence from a Case-Control Study
in Eastern China. PLoS One 2015 May 26;10 (5).

Résumé

Dans cette étude épidémiologique de type cas-témoins
(menée d’aolt 2008 a novembre 2011, en milieu hospitalier
dans la province chinoise du lJiangsu), les auteurs ont
comparé les taux urinaires en bisphénol A (mesuré par
spectrométrie masse-masse ; LC-MS/MS), chez 102 femmes
(cas) ayant présenté des fausses-couches a répétition (de
deux a six fausses-couches), a ceux de 162 femmes indemnes
de cette pathologie et appariés sur I'age, I'age gestationnel
et le lieu de résidence (témoins) (exclusion des femmes avec
des antécédents de malformations utérines, de pathologies
auto-immunes ou de troubles de la coagulation — témoins
ajustées sur age, age gestationnel, lieu de résidence).

Les résultats montrent un taux de bisphénol A
significativement plus élevé chez les cas comparés aux
témoins (p<0.001) et un risque significativement plus élevé
de fausses-couches a répétition dans le groupe présentant
les taux les plus élevés de bisphénol A. Comparés aux
femmes ayant un niveau bas de bisphénol A (<0.16microg/g
Créatinine), celles ayant un niveau de bisphénol A compris
entre 0,40 et 0,93 microg/g Créatinine ont un risque
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multiplié par 3,91 (OR=3,91) et celles ayant un niveau au-
dessus de 0.,93 microg/g Créatinine un risque multiplié par
9,34 (OR=9,34).

En conclusion, les auteurs mettent en avant une association
significative entre un taux élevé de bisphénol A et le risque
de fausses-couches a répétition

Commentaire

Les résultats de cette étude sont particulierement
intéressants sur I'implication éventuelle du bisphénol A sur la
survenue de fausses-couches a répétition et d’étiologie
inconnue. Plusieurs publications internationales, émanant
d’autres équipes, ont déja été réalisées sur ce sujet avec des
résultats toutefois assez contradictoires (12).
Plusieurs biais potentiels limitent la portée de cette étude.
D’une part, la durée écoulée entre le dosage urinaire de
bisphénol A et la survenue de la derniére fausse-couche varie
de deux a 352 jours, générant ainsi des variations majeures
selon les individus en termes de délais entre I'événement et
le dosage de bisphénol A. D’autre part, le fait que les
dosages de bisphénol A aient été effectués dans des
conditions différentes (pour les témoins, dosages réalisés
chez des femmes enceintes — pour les cas, dosages réalisés
chez des femmes non enceintes) a pu générer des biais non
négligeables. En effet, une publication de 2012 a montré que
I'état de gravidité pouvait notablement modifier
I’absorption, le métabolisme et I'excrétion du bisphénol A
(13). Enfin, et eu égard a la variabilité intra-individuelle de la
concentration en bisphénol A, la pratique dans cette étude,
d’un seul dosage urinaire demeure une limite importante.
Ces résultats mettant en avant un réle possible du bisphénol
A sur les capacités reproductrices féminines et en
particulier sur le risque de fausses-couches a répétition
doivent étre confirmés par d’autres études, en limitant au
maximum les biais méthodologiques.

CONCLUSION GENERALE

L’implication croissante de produits considérés comme
des perturbateurs endocriniens sur la santé humaine
dans des pathologies ou jusqu’alors ils n’étaient que
peu considérés (fausses-couches) ou encore pour des
composés chimiques quelque peu oubliés (DDT),
montrent I’émergence majeure et pérenne de la
problématique « risques environnementaux - santé »
a I'ensemble des champs de la santé. Dans un débat
scientifique mais aussi de plus en plus publique, il
reste toutefois a bien s’assurer de la qualité des
études publiées ainsi que de la plausibilité et de la
reproductibilité scientifique des résultats scientifiques
obtenus.
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GENERAL CONCLUSION

Major and rapid implication of endocrine disruptors
(EDs) in human health, and more specifically in illness
where EDs were not so far implicated (miscarriage), or
through re-assessment in ‘banned’ pesticides (as DDT)
demonstrated the urgency to assess EDs implications
to all sectors of health. Nevertheless, and in a context
where politic and public implications of EDs become
much stronger every day, particular attention must be
given to perform global and valid assessment in all
new international publications and particularly for
new health impact for ED.

Lexique

BMI: Body Mass Index: Indice de masse corporelle
DDT et DDE : Pesticides persistants interdits dans I'Union
européenne depuis les années 1970
DDT : dichlorodiphényltrichloroéthane, pouvant contenir les
isomeres o,p’-DDT et p,p’DDT-DDE : métabolite principal et
persitant du p,p’ DDT

ER : Récepteur aux cestrogenes

OR: Odd Ratio: Rapport de chances. Il correspond a la
mesure statistique permettant d’évaluer dans ce contexte,
I’association entre une exposition et un effet
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propriétés (QSPR )

Les retardateurs de flamme sont des composés mis au point pour permettre une utilisation des matiéres plastiques dans des
conditions d’échauffement plus fort que ne le permettent les températures d’utilisation des résines les constituant. Les retardateurs
de flamme bromés (RFB) constituent la classe la plus utilisée. Comme ils sont semi-volatils et peu liés aux substrats, ces RFB peuvent
migrer a partir des produits qui les renferment ce qui conduit a une exposition humaine via ingestion, inhalation ou par contact
cutané. Les RFB sont mis a I'index en raison de leurs effets sur la santé (suspicion de conséquences neurologiques et d’effets
perturbateurs endocriniens) et sur I’environnement (persistance et bioaccumulation).

De nombreuses données accumulées depuis plus d’'une décennie mettent en évidence un accroissement des quantités de RFB dans
le sang humain, le lait maternel, les tissus graisseux, et dans la faune sauvage mais plusieurs interrogations subsistent quant a leur
impact sur les organismes.

Cette note inclut un article qui traite des effets de trois PBDE (éthers de diphényl polybromés) sur le développement neurologique
des jeunes enfants et deux articles qui abordent le probléeme du devenir de nouveaux RFB, proposés en remplacement de certains
RFB d’ores et déja interdits ou dont le bannissement est programmé pour les années a venir. Dans ces derniers articles il s’agit d’une
part d’une étude sur les effets sur le poisson-zébre et d’autre part sur le devenir dans I'environnement et les capacités de transport

de certains substituants.

Lien entre I’exposition prénatale aux PBDE
et le développement neurologique de jeunes

enfants en Chine

Ding G., Yu J., Cui C., Chen L., Gao Y., Wang C., Zhou Y., Tian Y.
Association between prenatal exposure to polybrominated
diphenyl ethers and young children's neurodevelopment in
China, Environmental Research 2015, 142, 104-111

Résumé

Cette étude est motivée par de nombreux travaux récents
qui indiquent des effets néfastes de I'exposition aux PBDE,
en période prénatale ou dans les premiers temps de la vie,
sur le développement neurocomportemental des individus.
A long terme une hyperactivité, des difficultés d’adaptation,
des difficultés a I'apprentissage et des problemes de
mémorisation sont observés.Les études dans ce domaine ont
surtout porté sur le monde animal, et aucune ne s’était
encore déroulée en Chine. Alors que I'Europe en 1998 et
I’Amérique du Nord en 2004 ont prohibé le penta-BDE et
'octa-BDE, aucune restriction légale n’existe en Chine a
I’heure actuelle.

Les auteurs étudient I'effet d’une exposition prénatale a trois
PBDE*, (pentaBDE, octaBDE et decaBDE) rapportés dans la
littérature comme étant les plus fréquemment retrouvés
dans les prélevements de sang humain, sur le
développement neurologique des enfants en considérant

leur développement moteur, leur adaptation, leur langage
ainsi que leurs conduites sociales et personnelles, selon les
critéres GDS* retenus par le Ministere de la Santé en Chine.
L’étude porte sur une cohorte de 232 meéres d’un milieu rural
dans le nord de la Chine, entre septembre 2010 et février
2012, dont les enfants ont été surveillés depuis la naissance
jusqu’a I'age de deux ans. Seulement certains d’entre eux
ont été étudiés (BDE 28, 47, 85, 99, 100, 153, 154 et 183) car
ils correspondent a ceux les plus généralement retrouvés.
L'intérét de I'étude est qu’il s’agit d’une tentative d’'étudier
I'effet des PBDE en tenant compte de potentiels co-facteurs
tels que I'dge maternel, le niveau d’éducation, le revenu
familial, la localisation, l'usage de la cigarette, la
consommation d’alcool, les habitudes alimentaires, et
I’'emploi, etc.

Les statistiques obtenues portent sur des enfants de douze
et vingt-quatre mois et les différents facteurs ont été
corrélés aux teneurs en certains congénéres de BDE dans le
sang du cordon ombilical a la naissance.

Il n"a pas été observé de différences substantielles corrélées
a des criteres démographiques (dge maternel, état civil,
niveau éducatif, entourage fumeur, ...).

A douze mois, aucun des criteres GDS n’a pu étre relié nia un
congénere de BDE spécifique, ni a la quantité totale de PBDE.
En revanche, a vingt-quatre mois, la présence du BDE-99 est
corrélée a une diminution du critere linguistique, alors que la
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présence de BDE-47 est corrélée a une diminution du critére
du comportement social.

Commentaire

Cette étude compléte les données se rapportant au potentiel
d’exposition prénatale, sur une nouvelle zone géographique
(la Chine) et apporte des compléments d’information par
rapport aux études européennes et américaines
précédentes, en analysant des cofacteurs d’exposition et a
des doses d’exposition supérieures a celles des études
précédentes.

Les résultats contribuent a renforcer le caractére de
neurotoxique du développement des PBDE, mais les
tendances observées ne peuvent étre comparées aux
résultats obtenus en Europe et en Amérique du nord,
notamment car les scénarios d’exposition sont différents. Les
taux de PBDE trouvés dans les cordons ombilicaux des
nouveau-nés de I'étude sont beaucoup plus élevés que ceux
des études européennes et américaines, ce qui peut
s’expliquer par la proximité d’industries de production de
RFB dans la région étudiée. Ce taux élevé de PBDE n’est
cependant pas général en Chine, car dans d’autres régions
on a trouvé des taux inférieurs a ceux d’Europe et des Etats-
Unis, malgré les restrictions de I'usage du penta- et de I'octa-
BDE depuis de nombreuses années (le deca-BDE reste
utilisé).

Actuellement il n’y a aucune restriction d’usage des PBDE en
Chine et aucune n’est prévue a court terme. De sorte que
cette étude, une des rares réalisées en Chine, apporte des
données qu'il reste a compléter et propose deux modes
d’action possibles pour expliquer les retards de
neurodéveloppement qui seraient consécutifs a I'exposition
aux PBDE.

Cependant des études complémentaires doivent étre
menées en raison de la faiblesse des statistiques réalisées.
Une meilleure prise en compte de I’environnement immédiat
des familles est a développer.

Analyses biologiques et in silico de I'activité
anti-androgénique de retardateurs de flamme
bromés (ATE, BATE et DPTE) chez le poisson-

zébre

Pradhan A., Asnake S., Banjop Kharlyngdoh J., Modig C., Olsson
P.-E. In silico and biological analysis of anti-androgen activity of
the brominated flame retardants ATE, BATE and DPTE in
zebrafish, Chemico-Biological Interactions 2015, 233, 35-45.

Résumé

Cette étude porte sur des RFB de substitution (ATE* et
DPTE*) et sur un des métabolites du DPTE, le BATE*, dont
les auteurs ont montré dans une publication récente [1]
qu’ils sont des antagonistes des récepteurs androgéniques
humains et de possibles perturbateurs endocriniens et
neuronaux.

La publication comporte deux parties. D’une part elle étudie
les propriétés modifiantes de ces RFB sur les récepteurs du
poisson-zebre et, d’autre part, elle s’intéresse aux
mécanismes d’interaction de ces molécules avec les sites des

Agents chimiques

récepteurs androgéniques par des méthodes de chimie
moléculaire (dynamique moléculaire et calculs Monte Carlo).
Des poissons-zebres ont été alimentés avec des doses
croissantes de ces composés. Il s’en est suivi pour des doses
faibles, des réductions de succés de I'éclosion dans le cas du
DPTE alors que pour le BATE et I'ATE des effets tératogénes
avec courbure de la colonne vertébrale ont été observés. De
plus, I'analyse de la transcription des genes des embryons ou
des jeunes poissons-zébres révele une baisse des récepteurs
androgéniques ainsi qu’une baisse des genes impliqués dans
la stéroidogéneése.

L'étude de modélisation a pour objectif de comprendre le
mode d’action des RFB avec les sites des récepteurs. Les trés
nombreux résultats obtenus montrent des différences de
réactivité en fonction du RFB mais aussi en fonction de la
stéréochimie d’un RFB particulier et ces observations ont été
corrélées aux tests réalisés in vivo sur les poissons-zébres.

Commentaire

L’étude essaie grace a la modélisation de comprendre les
interactions de RFB avec des récepteurs androgéniques en
utilisant la généralisation du principe de chimie dit « clé-
serrure » d’Emile Fischer.

Ces approches ne sont pas nouvelles (puisqu’il existe
différentes versions de codes couplant les modélisations de
sites actifs par calculs Monte Carlo et analyse des réactions
possibles par dynamique moléculaire) mais I'article s’attache
a valider I'approche en comparant différents paramétrages
et différents champs de force d’interaction.

En vue de faciliter I'analyse d’un grand nombre de composés
potentiellement actifs, les auteurs cherchent a mettre au
point une modélisation prédictive de leurs comportements,
en optimisant les nombreux parametres présents dans ce
type de modélisation. Ils ont en particulier réalisé une étude
comparative des différents codes disponibles dans la
communauté scientifique.

La validation des codes utilisés permet d’envisager la
possibilité de substitution de nombreuses études animales
par de la modélisation, pour étudier les possibles
interactions entre les molécules de RFB et les sites
récepteurs.

Modélisation des propriétés physico-
chimiques et du devenir de « nouveaux »
et « émergents » retardateurs de flamme
bromés et organophosphorés dans

les environnements intérieurs et extérieurs.

Liagkouridis 1., Palm Cousins A., Cousins I. Physical-chemical
properties and evaluative fate modelling of ‘emerging’ and
‘novel’ brominated and organophosphorus flame retardants in
the indoor and outdoor environment. Science of the Total
Environment 2015, 524-525, 416-426.

Résumé

La question abordée est de savoir quel est le devenir
(transport et évolution moléculaire) de retardateurs de
flamme bromés (RFB) et organophosphorés (OPFR)
émergents venus sur le marché en remplacement des PBDE
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bannis ou en voie de bannissement. La question posée est de
savoir si ces solutions alternatives présentent un risque
moindre pour I'environnement que les composés qu’ils
remplacent. Les composés étudiés sont 35 RFB et 22 OPFR.
Des modeéles de description du devenir des molécules en
milieu intérieur (phases gazeuse et particulaire, murs et
plafond, sol) tel le modéle SMURF* ou en extérieur, tel le
modele Overall Persistence and Long-Range Transport
Potential Screening Tool (de 'OCDE) ont été utilisés. Dans
ces modeles, les parametres d’entrée clés sont des
paramétres physico-chimiques (comme des Ko * ou Kiw*).
Cependant, en raison du manque de données physico-
chimiques sur la plupart des RFB, une approche de QSPR* a
été mise en place, pour fournir une évaluation de ces
paramétres physico-chimiques pour les molécules RFB et
OPFR émergents.

Malgré des erreurs inhérentes a ce genre de modélisation,
I’étude a donné une premiere indication que beaucoup des
nouveaux retardateurs de flamme pourraient avoir des
comportements similaires (forte persistance aussi bien en
intérieur qu’en extérieur, des possibilités de transport a
grande échelle) a ceux des RFB bannis. Bien que la
bioaccumulation et la bioamplification n’aient pas été
étudiées dans cet article, les auteurs anticipent que les
grandeurs trouvées (caractére hydrophobe par exemple) par
I'approche QSPR rendront ces retardateurs de flamme
émergents bioaccumulatifs. De ce strict point de vue, il n'y
aura pas de gain particulier a attendre, par rapport aux
anciennes molécules bannies.

Commentaire

L'intérét de I'étude est d’essayer de déterminer le devenir
des retardateurs de flamme dans I'environnement non pas
en mesurant systématiguement les grandeurs physico-
chimiques des nouvelles molécules, mais par une approche
de modélisation. L’approche retenue est la QSPR, méthode
corrélant certaines propriétés physico-chimiques a la
structure de la molécule.

Les nombreuses paramétrisations utilisées dans ces codes
ont été validées pour le type de molécules étudiées (RFB et
OPFR), ce qui rend la démarche prédictive avec une
confiance raisonnable.

Compte-tenu du manque de données sur les propriétés
physico-chimiques, consécutif au caractére novateur de ces
molécules, il est impossible de prévoir expérimentalement
leur comportement dans les environnements intérieur ou
extérieur. Par QSPR on peut obtenir des informations
préliminaires pertinentes. C'est ainsi que les auteurs ont pu
prévoir la tendance générale du comportement des
nouveaux RFB et OPFR.

On ne peut cependant que conclure comme les auteurs en
soulignant le besoin urgent de détermination des propriétés
physico-chimiques et des vitesses de dégradation des
nouvelles molécules mises sur le marché.

Interactions entre retardateurs de flamme bromés et environnement maternel, nutritionnel ou animal

Mireille DEFRANCESCHI

CONCLUSION GENERALE

De nombreuses données toxicologiques ont conduit
au bannissement de certains retardateurs de flamme
bromés (RFB) et a l'utilisation de grandes quantités de
RFB de remplacement pour respecter les normes
d’inflammabilité. Des études menées en Chine sur
I’exposition prénatale a trois PBDE suggérent qu'il
peut en résulter des déficits du développement
neurologique pour de jeunes enfants de vingt-quatre
mois. Ces résultats sont en faveur de la neurotoxicité
du développement pour ces PBDE. Des RFB de
remplacement (tels que ATE, DPTE ou BATE) ont été
identifiés dans des poussieres domestiques, ce qui
implique que 'homme peut étre exposé aussi a ces
substances de facon chronique. Ces RFB sont des
antagonistes des récepteurs androgéniques humains
et de possibles perturbateurs endocriniens. De plus,
les especes aquatiques (poisson-zébre) peuvent aussi
étre affectées par ces RFB. Les nouveaux RFB apparus
récemment sur le marché comme remplagants des
PBDE sont assez peu connus et leur transport dans
’environnement ou le devenir de leur molécule
doivent étre évalués. A partir de modélisations, on
peut prévoir que la forte persistance et la grande
mobilité des remplagants de PBDE les rendent
problématiques. Cela prendra des décennies pour
inverser la tendance de contamination par ces RFB, en
raison de la faible dégradation dans I’environnement
comparable a celle des composés qu’ils remplacent.
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Mireille DEFRANCESCHI

GENERAL CONCLUSION

Accumulating toxicological data has resulted in bans
on some brominated flame retardants (BFRs) and has
further led to increased use of BFRs substitutes to
meet flammability standards.

Studies on prenatal exposures to PBDEs suggest that
they may result in neurodevelopment deficits in young
children of 24 months old in China. These results
contribute to the growing evidence that PBDEs could
act as developmental neurotoxicants.

Replacement of BFRs (e.g. ATE, DPTE and BATE) have
been reported in household dust which suggests that
humans might be chronically exposed. These BFRs are
human androgenic receptor antagonists and potential
neuroendocrine disrupters. Additionally, aquatic
species (zebrafish) are also affected by these BFRs
substitutes.

The new BFRs that entered the market in recent years
as replacements for PBDEs are little known and their
environmental transport and fate need to be assessed.
From modelling studies, it is anticipated that the high
persistence and environmental mobility of some of
these alternative BFRs can be considered problematic.
It will likely take decades to reverse the global
contamination of alternative BFRs, given their slow
environmental degradation which is comparable to
those BFRs which have been phased out.

Lexique

ATE : allyl 2,4,6-tribromophenyl ether

BATE : 2-bromoallyl 2,4,6-tribromophenyl ether

DPTE : 2,3-dibromopropyl 2,4,6-tribromophenyl ether

GDS : Gesell Developmental Schedules. Test d’évaluation
développementale sur quatre critéres décrivant I'étape
atteinte par lindividu a lintérieur d’une séquence de
développement «normal».

Kaw : coefficient de partage entre I'air et I'eau

Kow: coefficient donnant une mesure de la solubilité
différentielle de composés chimiques dans deux solvants
(coefficient de partage octanol/eau)

PBDE : Polybrominated Diphenyl Ether. C’est une famille de
209 molécules qui different par le nombre et la position des
atomes de brome. Trois PBDE ont connu un usage
commercial le pentaBDE, I'octaBDE et le decaBDE. Le Penta
et I'octaBDE sont interdits en Europe depuis 2004 (directive
2003/11/CE)

QSPR : Quantitative Structure-Property Relationship
SMURF : Stockholm Multimedia URBan Fate model (modéle
de comportement moléculaire basé sur la fugacité des
molécules, utilisé aussi bien en milieu intérieur qu’extérieur)

Agents chimiques
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Agents chimiques

polluants organiques persistants (POP) dont des PBDE.
L’étude indique que la contamination est relativement
limitée.
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Exposition in utero aux phtalates,
restriction de la croissance foetale
et mécanismes physiopathologiques
potentiels

Période : avril 2015 a ao(t 2015

Cécile MARIE, Frangoise VENDITTELLI et Marie-Pierre SAUVANT-ROCHAT [RIuERE I IR el T e e Rig

Clermont Université, Université d'Auvergne - EA 4681, PEPRADE - Clermont-Ferrand - France

Mots clés : exposition in utero, faible poids de naissance, phtalate de di-2-éthylhexyle, phtalates, restriction de
croissance foetale

La restriction de croissance fcetale (RCF)*, observée chez un enfant n’ayant pas atteint son potentiel de croissance in utero, est
associée a la mortalité foetale et néonatale, et a une morbidité a long terme (retard de croissance staturo-pondérale, trouble de
développement cognitif et survenue de certaines maladies chroniques telles que I'obésité, le diabéte et les maladies
cardiovasculaires) (1). Les facteurs de risque de la RCF sont multiples : sociodémographiques, cliniques, et environnementaux. Parmi
ces derniers, les phtalates sont actuellement étudiés.

Les phtalates sont des produits chimiques de synthése largement utilisés comme plastifiants pour assouplir les produits en
polychlorure de vinyle (emballages alimentaires, revétements de sols, cables, etc.) et utilisés dans les cosmétiques, peintures, etc. lls
ont été associés a un risque augmenté de prématurité et de malformation de |'appareil reproducteur. Toutefois, leur implication
dans la RCF* et/ou le faible poids de naissance (FPN, défini comme un poids de naissance <2500 g pour des enfants nés aprés 37
semaines d’aménorrhée) n’est pas claire, en raison de limites méthodologiques des études et de la divergence des résultats (2).
Différents mécanismes d’action impliqués dans le FPN et la RCF ont été mis en évidence : modification épigénétique par le biais
d’une altération de la méthylation de ’ADN placentaire (3), et augmentation du stress oxydatif qui altére les fonctions placentaires
(4,5). Par exemple, le polymorphisme* du géne PON2*, codant une enzyme (paraoxonase-2) exprimée au niveau du placenta et
ayant des propriétés anti-oxydantes (6) pourrait altérer sa capacité de protection contre le stress oxydatif intracellulaire (4).
Récemment, deux études ont analysé |'association entre I'exposition aux phtalates et le FPN ainsi que le réle potentiel des phtalates
dans ces deux mécanismes physiopathologiques.

de placenta ont été collectés aprés I'accouchement pour

Exposition prénatale aux phtalates, croissance ) ;
mesurer la méthylation de 'ADN génomique au niveau des

foeetale, et méthylation globale de I’ADN du

placenta humain.

Zhao Y, Shi HJ, Xie CM, Chen J, Laue H, Zhang YH. Prenatal
phthalate exposure, infant growth, and global DNA methylation
of human placenta. Environ Mol Mutagen 2015;56:286-92.

Résumé

Les auteurs ont étudié la relation entre I'exposition prénatale
aux phtalates, la RCF et la méthylation de I’ADN placentaire.
Dans cette étude cas-témoin, 55 nouveau-nés ayant un
retard de croissance intra-utérin (RCIU) et/ou un FPN
(considérés par les auteurs comme une RCF) et 64 témoins,
non appariés et provenant de la méme maternité, ont été
inclus. Lexposition aux phtalates de haut poids moléculaire
[di-2-éthylhexyle (DEHP)*], et de poids moléculaire plus
faible [phtalate de di-n-butyle (DBP)* et phtalate de di-
méthyle (DMP)] a été évaluée par le dosage de leurs
métabolites respectifs (MEHP, MEOHP, MEHHP*, MBP* et
MMP) dans les urines maternelles (premier jet matinal)
recueillies au 3° trimestre de la grossesse. Des échantillons

longs éléments nucléaires intercalés (LINE-1*)], séquences
répétées dispersées dans I’ADN, par traitement au bisulfite
puis amplification par réaction en chaine par polymérase
(PCR).

Apres ajustement sur le sexe de I'enfant, |’age gestationnel a
la naissance et le tabagisme pendant la grossesse, le risque
d’avoir une RCF était plus élevé avec I'augmentation des
concentrations urinaires maternelles (exprimées en unité
logarithmique) en métabolites du DEHP (odds ratio (OR)
compris entre 1,4 et 2,6 et tous statistiquement significatifs).
La méthylation de LINE-1 était positivement associée au
poids de naissance et inversement associée aux
concentrations de MEHHP et a la somme des métabolites du
DEHP. L'analyse statistique de la méthylation LINE-1 comme
processus médiateur entre I'exposition aux phtalates et le
poids de naissance n’a pas donné de résultats significatifs.

Commentaire

Bien que la méthylation de I'ADN ait déja été positivement
associée avec le poids de naissance (3), Zhao et al. mettent
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en parallele pour la premiére fois cette notion avec
I'exposition in utero aux phtalates. De plus, cette étude
montre un lien entre la RCF et I'exposition in utero au DEHP,
évaluée a l'aide de biomarqueurs validés (concentrations
urinaires maternelles des métabolites secondaires du DEHP)
(2). Pour ces auteurs, I'exposition in utero au DEHP et le
poids de naissance seraient associés via la méthylation des
LINE au niveau de I'’ADN placentaire. Cependant, I'étude
manque de puissance (du fait d’un échantillon de faible
effectif) pour montrer une association statistiquement
significative entre le risque de RCF et I'exposition prénatale
aux phtalates via I'altération de la méthylation de LINE-1.
Cette étude présente d’autres limites : définition du RCIU
(poids foetal <10° percentile) non conforme au consensus
international (<3° percentile) (7), prélévement urinaire
unique non représentatif de I'exposition aux phtalates sur
toute la durée de la grossesse. En effet, les phtalates étant
des composés a demi-vie courte, leur concentration urinaire
reflete une exposition récente. Autre limite, le manque de
précision sur les critéres d’inclusion et sélection des témoins.
Par ailleurs, on peut regretter que seule la méthylation des
LINE ait été étudiée. Bien gu’elle soit considérée comme un
marqueur  sensible de I'exposition aux facteurs
environnementaux et ait été corrélée avec la méthylation
globale de I'ADN, il aurait été intéressant d’étudier la
méthylation de I'ADN en utilisant d’autres marqueurs
comme les courts éléments nucléaires intercalés (SINE® - 13%
du génome) (3,8-9). Les LINE ne représentant que 21% du
génome humain (5), I'étude de leur méthylation est souvent
couplée a celle des SINE, augmentant ainsi Ia
représentativité du génome. La corrélation entre Ia
méthylation des LINE et des SINE est d’ailleurs modérée (3).
D’autres auteurs ont également étudié la méthylation de
I’ADN au niveau du sang du cordon (3).

Polymorphisme du géne paraoxonase 2 et
exposition prénatale aux phtalates chez des

nouveau-nés chinois.

Xie C, Jin R, Zhao Y, Lin L, Li L, Chen J, Zhang Y. Paraoxonase 2
gene polymorphisms and prenatal phthalates' exposure in
Chinese newborns. Environ Res 2015;140:354-9.

Résumé

L’objectif de cette étude cas-témoin est de déterminer I'effet
sur la RCF du polymorphisme du gene codant Ia
paraoxonase-2 (PON2), (enzyme anti-oxydante), et d’évaluer
si ce polymorphisme modifie les effets de I'exposition aux
phtalates sur le développement foetal. Soixante-quatorze cas
(nouveau-nés présentant un FPN) et 111 témoins (poids de
naissance >2500g) appariés sur I'dge maternel ont été
recrutés a partir de la méme maternité. L’exposition in utero
aux phtalates a été évaluée par le dosage des métabolites
primaires du DEHP et DBP (MEHP et MBP) dans le
méconium’. Le polymorphism PON2 A148G a été établi par
PCR a partir du sang du cordon ombilical.

Aprés ajustement sur I'dge gestationnel, les pathologies
obstétricales et la prise de poids maternel pendant la
grossesse, les nouveau-nés fortement exposés au MEHP et
au MBP (concentrations au-dela de la médiane) avaient un

Effets de I’exposition simultanée a I'arsenic

et a trois métaux lourds toxiques en faibles concentrations dans I’eau de boisson
Cécile MARIE, Frangoise VENDITTELLI et Marie-Pierre SAUVANT-ROCHAT

risque plus élevé de FPN par rapport a ceux peu exposés
(respectivement, OR=4,4 ; IC 95% = [2,0; 9,3] ; OR=2,4; IC
95% = [1,1; 4,8]). Les nouveau-nés fortement exposés aux
phtalates et ayant les génotypes PON2 148AG/GG avaient
plus de risque d’avoir un FPN par rapport a ceux peu exposés
et ayant le génotype PON2 148AA (MEHP : OR = 5,0 ; IC 95%
= [1,5; 16,4]; MBP: OR = 2,6 ; IC 95% = [1,5; 5,5]). Les
génotypes PON2 148AG/GG étaient associés a une
augmentation significative des effets du MEHP et du MBP sur
FPN (p<0.05).

Commentaire

Cette étude montre un lien entre I'exposition in utero aux
DEHP et DBP et le FPN. Elle met également en évidence que
le polymorphisme de PON2 A148G augmente les effets de
I’exposition au DEHP et au DBP sur le FPN. Ces résultats
pourraient s’expliquer par le fait que le stress oxydatif,
pouvant étre induit par les phtalates (10), altére les fonctions
placentaires, et est ainsi impliqué dans des pathologies de la
grossesse (pré-éclampsie, RCF, prématurité, etc.) (5).
Cependant, cette étude, de faible effectif, présente quelques
limites. La matrice utilisée pour évaluer I'exposition aux
phtalates n’est pas pertinente. En effet, les échantillons de
méconium peuvent étre contaminés par les phtalates
présents dans les couches et/ou les produits de laboratoire ;
ces molécules peuvent ensuite étre métabolisées par les
enzymes du méconium. Les métabolites détectés ne sont
alors pas représentatifs uniguement de I'exposition in utero
aux phtalates (2). De plus, le méconium n’est pas adapté
pour étudier I'exposition in utero aux phtalates, polluants
ayant une demi vie courte et ne s’accumulant pas dans
I'organisme a la différence d’autres polluants tels que les
pesticides par exemple ; a linverse, ils sont rapidement
excrétés dans les urines, et donc, le dosage des métabolites
dans les urines maternelles est plus pertinent (2). Enfin, les
auteurs n’ont pas pris en compte certains cofacteurs comme
la parité, l'ethnie et les pathologies obstétricales,
considérées mais sans distinguer celles ayant des effets
inverses sur le poids de naissance (hypertension artérielle et
diabete gestationnel par exemple).
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Exposition in utero aux phtalates, restriction de la croissance foetale

et mécanismes physiopathologiques potentiels

Cécile MARIE, Frangoise VENDITTELLI et Marie-Pierre SAUVANT-ROCHAT

CONCLUSION GENERALE

Ces études, émanant du méme laboratoire, apportent
des preuves dans l’association entre I’exposition in
utero au DEHP et au DBP d’une part, et la RCF ou le
FPN d’autre part. Par ailleurs, elles aménent des
éléments novateurs et complémentaires permettant
d’appréhender les mécanismes physiopathologiques
des phtalates. L’altération de la méthylation de 'ADN
et l'augmentation du stress oxydatif seraient
impliqués dans la RCF et le FPN induits par I’exposition
aux phtalates. lls pourraient méme étre reliés entre eux
puisque laugmentation du stress oxydatif inhibe la
liaison de la methyl-CpG-binding protein 2 a FADN (10).
Cependant, du fait de limites méthodologiques, le lien
de causalité pour ces deux études cas-témoin
d’effectif réduit est faible, et ces résultats restent a
confirmer, en particulier par une étude de cohorte
prospective. De plus, la prise en compte du FPN ne
suffit pas a distinguer les nouveau-nés ayant un faible
poids pour I'age gestationnel sans RCF (non
pathologique) de ceux présentant une RCF. De
nombreuses  caractéristiques, obstétricales et
maternelles (age, parité, poids avant grossesse, etc.),
influent sur le poids de naissance. Les courbes de
croissance validées permettant de calculer le poids en
fonction de ces caractéristiques (1) devraient étre
utilisées afin de classer correctement les nouveau-nés
ayant une RCF.

Enfin, du fait de sa toxicité, le DEHP est actuellement
remplacé par d’autres plastifiants tels que le phtalate
de diisononyle (DiNP). Les effets et mécanismes
d’action de ces nouveaux plastifiants doivent aussi
étre étudiés. De méme, les effets des co-expositions
avec d’autres contaminants de I’environnement
(bisphénol A, métaux lourds, dioxines, etc.) doivent
étre pris en compte.

Agents chimiques

GENERAL CONCLUSION

The two studies derived from the same laboratory
provide evidences in favor of the association between
in utero exposure to DEHP and DBP and fetal growth
restriction (FGR) or low birth weight (LBW). Both
studies provide innovative and complementary
elements, which allow a better understanding of the
pathophysiological pathways underlying effects of
phthalate exposure. The alteration of the DNA
methylation and increased oxidative stress could
mediate the FGR and LBW induced by exposure to
phthalates. They could even be linked together as
increased oxidative stress inhibits binding of methyl-
CpG-binding protein 2 to DNA (10).

However, the causal relation for these two case-
control studies, with small sample size, is low due to
methodological limitations and the results need to be
confirmed, especially by a prospective cohort study.
Moreover, the consideration of LBW does not allow to
discriminate between infants small for gestational age
without FGR (not pathological) from those with FGR.
Many obstetrical and maternal characteristics (age,
parity, weight before pregnancy, etc.) influence the
birth weight. Validated growth curves to calculate the
weight according to these characteristics (1) should be
used to correctly classify newborns with FGR.

Finally, due to its recognized toxicity, DEHP is now
replaced by other plasticizers, such as diisononyl
phthalate (DINP). The effects and mechanisms of
action of these new plasticizers should also be studied.
Similarly, the effects of co-exposure to other
environmental contaminants (bisphenol A, heavy
metal, dioxins, etc.) should be taken into
consideration.

Lexique

DBP (phtalate de di-n-butyle); MBP (mono-n-butyl-
phtalate): Le DBP est un phtalate également classé
cancérogene, mutagene et reprotoxique. Le MBP est le
métabolite primaire du DBP.

DEHP (phtalate de di-2-éthylhexyle); MEHP  (mono(2-
ethylhexyl)-phtalate) ; MEHHP (mono(2-ethyl-5- hydroxyhexyl)-
phtalate) ; MEOHP (mono(2-ethyl-5-oxohexyl)-phtalate) ; MECPP
(mono(2-ethyl-5-carboxypentyl)-phtalate) : Le DEHP était le
phtalate le plus utilisé. Cependant, du fait de sa toxicité
(classé cancérogene, mutagéne et reprotoxique), son
utilisation a été restreinte. Le MEHP est le métabolite
primaire du DEHP. Les MEHHP, MEOHP et MECPP sont les
métabolites secondaires du DEHP.

LINE (long interspersed nuclear elements; longs éléments
nucléaires intercalés);  SINE (short interspersed nuclear
elements ; courts éléments nucléaires intercalés) : Les LINE et
les SINE font partie des séquences nucléotidiques répétées
et dispersées au sein de I'ADN. Les LINE représentent 21%
du génome humain (850 000 copies). Les LINE-1 sont la

Anses ¢ Bulletin de veille scientifique n° 28 e Santé / Environnement / Travail ¢ Mars 2016



Agents chimiques

principale famille des séquences LINE. Les SINE sont plus
nombreuses (150000 copies) mais plus courtes et représentent
13% du génome humaine. La plus connue est Alu.

Méconium : Premiéres selles de I'enfant, dans les jours qui
suivent la naissance. Le méconium commengant a
s’accumuler chez le foetus & partir de la 16° semaine
d’aménorrhée et étant excrété seulement aprés la naissance,
il représente une matrice biologique pertinente pour I'étude
de [I'exposition aux contaminants s’accumulant dans
I'organisme.

Polymorphisme génétique : Le polymorphisme génétique
désigne la coexistence de plusieurs alléles pour un gene
donné. Un géne est dit polymorphe s'il existe au moins deux
alleles a une fréquence supérieure ou égale a 1%. Le
polymorphisme explique les caractéres phénotypiques
différents des individus au sein d'une espeéce.

PON2 (gene paraoxonase-2); PON 2 A148G Alal48Gly):
PON2 est un géne appartenant a la famille des paraoxonases
(composée de trois genes, PON1, 2 et 3) localisée sur le
chromosome 7. Contrairement aux deux autres genes, PON2
est exprimé dans de nombreux tissus, y compris le placenta.
Il @ un role reconnu dans la protection contre le stress
oxydatif intracellulaire. Des polymorphismes de PON2 ont
été décrits, dont PON2 A148G (génotype AA, AG ou GG).
RCF : (restriction de croissance foetale) : La restriction de
croissance foetale (RCF) 1 désigne un état observé chez un
enfant n’ayant pas atteint son potentiel de croissance in
utero, compte tenu de ces caractéristiques génétiques, ainsi
que des caractéristiques maternelles et obstétricales (taille
et poids maternels, age gestationnel, rang de naissance, etc.)
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Autres publications identifiées

Ferguson KK, McElrath TF, Cantonwine DE, et al. Phthalate
metabolites and bisphenol-A in association with circulating
angiogenic  biomarkers across pregnancy. Placenta
2015;36(6):699-703.

Dans cette étude cas-témoin nichée dans une cohorte
incluant 130 enfants nés prématurés et 352 enfants non
prématurés, les auteurs ont montré une association entre les
métabolites oxydés du DEHP (dosés dans les urines
maternelles collectées a quatre périodes de la grossesse pour
chaque femme) et les biomarqueurs de [I‘angiogenése
pendant la grossesse (diminution du PIGF et augmentation
du ratio SFIt-1 / PIGF). Ces résultats suggérent que
I'exposition au DEHP peut entrainer des changements dans
les facteurs angiogéniques et impliquer une altération des
fonctions placentaires, avec des conséquences négatives
potentielles pour la grossesse.

Zong T, Lai L, Hu J, et al. Maternal exposure to di-(2-
ethylhexyl) phthalate disrupts placental growth and
development in pregnant mice. J Hazard Mater 2015;297:25-
33.

Les auteurs ont étudié I'effet du DEHP sur la croissance et le
développement du placenta chez des souris. Les résultats ont
montré que I'exposition au DEHP réduit de maniere
significative le poids du placenta et entraine des altérations
placentaires histopathologiques. Ces résultats suggérent que
I'exposition au DEHP peut entrainer des issues défavorables
de la grossesse, tels que le faible poids de naissance et la
prématurité, par l'intermédiaire de [I'altération de la
croissance et du développement placentaire.

Kambia N, Farce A, Belarbi K, et al. Docking study: PPARs
interaction with the selected alternative plasticizers to di(2-
ethylhexyl) phthalate. J Enzyme Inhib Med Chem 2015;1-8.
Les auteurs s’intéressent a la toxicité des plastifiants de
substitution du DEHP. En particulier, ils ont étudié in vitro la
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capacité des différents plastifiants a interagir avec les sites
de liaison des récepteurs activés par les proliférateurs de
peroxysomes (PPARs), récepteurs connus pour étre activés
par le DEHP. Les résultats obtenus différent en fonction des
différents plastifiants.
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Mots clés : arsenic, cadmium, eau, effets, mercure, métaux lourds, multi-exposition, plomb

Les métaux lourds sont des contaminants ubiquitaires. lls peuvent provenir aussi bien de sources naturelles telles que I'éruption de
volcans ou I'érosion des roches, qu’anthropogéniques résultant de I'activité humaine telle que I'exploitation miniére ou les activités
industrielles (fonderies, batteries, peintures, plastiques, etc.). L'Homme est exposé essentiellement via I'alimentation et la
consommation d’eau, a des métaux lourds qui peuvent avoir des effets graves pour sa santé. En effet, certains éléments comme le
plomb (Pb*), le mercure (Hg*), I'arsenic (As*) ou le cadmium (Cd*) peuvent étre a I'origine d’atteintes neurologiques et sensorielles,
d’effets hépatiques et rénaux, voire de cancers (1,2). Les études présentées dans cette note concernent I'évaluation des effets de
I’exposition simultanée, aux faibles concentrations a ces quatre éléments via I’eau de boisson.

Interaction des mélanges de métaux a faible
concentration : Effets des métaux essentiels
et non essentiels sur le cerveau, le foie et les

reins des souris en exposition subchronique
Cobbina SJ, Chen Y, Zhou Z, Wu X, Feng W, Wang W, Mao G, Xu
H, Zhang Z, Wu X, Yang L. Low concentration toxic metal mixture
interactions: Effects on essential and non-essential metals in
brain, liver, and kidneys of mice on sub-chronic exposure
Chemosphere 2015;132:79-86.

Résumé

Cette étude avait pour objectif d’étudier les interactions
entre le mélange de faibles doses de plomb (Pb), de mercure
(Hg), d’arsenic (As) et de cadmium (Cd) avec d’autres métaux
toxiques ou éléments essentiels (calcium, magnésium, zinc,
fer total et cuivre). Des groupes de 40 souris (20 males et 20
femelles) ont été exposées par I'eau de boisson ad libitum
durant 120 jours. Le groupe témoin a recu de I'eau distillée.
L'ensemble des groupes a été alimenté avec un régime de
base constitué de 60 % de glucides, 22 % de protéines, 10 %
de matiéres grasses. A la fin de chaque mois de traitement,
cing males et cinqg femelles de chaque groupe étaient
sacrifiés pour la détermination de la concentration des
différents éléments dans le cerveau, le foie et les reins. La
plupart des interactions entre les éléments étudiés dans les
différents organes étaient de type synergique. Les auteurs
rapportent une augmentation au cours du temps du Pb et de
I'As dans les trois organes analysés, comparativement au

groupe témoin, probablement du fait de leur capacité a se
substituer a des éléments essentiels tels que le calcium, le
fer et le zinc. Ainsi, une augmentation de 479 % de la
concentration du plomb a été observée au niveau du cerveau
des souris exposées au mélange Pb+Cd apres 30 jours
d’exposition. Aprés cette méme période, la concentration
rénale de I’As a augmenté de 130 % chez les souris exposées
au mélange des quatre métaux alors que celle du Hg
hépatique a baissé de 46,5 %. Dans ce méme groupe, une
augmentation de 221 % du cuivre cérébral a été observée
aprés 30 jours d’exposition, alors que la concentration
hépatique en calcium était réduite de 36,1 % chez les souris
exposées au mélange de Pb et de Hg. L’analyse statistique a
montré que les expositions aux faibles doses de métaux
influencent significativement les concentrations de Hg au
niveau du cerveau et du foie, ainsi que celles de I’As cérébral.
L'effet le plus prononcé de I'exposition aux métaux lourds
sur les concentrations d’éléments essentiels était observé au
niveau du foie, suivi par les reins et le cerveau. L’exposition
aux mélanges de faibles doses de métaux affecte
I'homéostasie des métaux toxiques et éléments essentiels
dans les tissus des souris.

Commentaire

L'avantage de cette étude est qu’elle étudie les interactions
entre les métaux toxiques et éléments essentiels en utilisant
des mélanges de doses faibles. Ces doses correspondent aux
valeurs limites tolérables dans les eaux de boisson des
réseaux municipaux prévues par les normes nationales en
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Chine. Elles correspondent également aux valeurs fixées par
la directive européenne relative a la qualité des eaux
destinées a la consommation humaine (3). Létude fournit de
ce fait des informations sur les interactions entre métaux
toxiques et éléments essentiels dans les différents organes
cibles. Les possibles mécanismes qui entrent en jeu dans ces
effets sont également évoqués dans I'article. Cependant, le
choix de I'espéce et de la souche n’est pas expliqué, les
concentrations réellement absorbées par les souris étudiées
ne sont pas connues dans la mesure ou les métaux ont été
administrés via I'eau de boisson, sans contréle a posteriori
des quantités consommées. En outre, le protocole de I'étude
n’a pas prévu des groupes de souris exposées a un seul
métal. Ainsi, les concentrations des métaux dans les
différents organes des souris exposées sont comparées a
celles trouvées chez le groupe témoin ce qui ne permet donc
pas d’évaluer l'effet des co-expositions par rapport aux
mono-expositions. De plus, bien que les concentrations des
métaux toxiques et essentiels aient été mesurées apres 30,
60, 90 et 120 jours d’exposition, il n’ya pas eu de discussion
sur I'influence de la durée d’exposition sur la concentration
des éléments. On notera également que toutes les
associations testées ont été faites avec du Pb: aucune
association Hg+Cd, Hg+As, Cd+As ou Hg+Cd+As n’a été
testée.

Evaluation de la toxicité subchronique de
I’exposition a quatre métaux lourds seuls ou en
mélange

Cobbina SJ, Chen Y, Zhou Z, Wu X, Zhao T, Zhang Z, Feng W,
Wang W, Li Q, Wu X, Yang L. Toxicity assessment due to sub-
chronic exposure to individual and mixtures of four toxic heavy
metals J Hazard Mater 2015;294:109-20.

Résumé

Le but de cette étude était d’étudier les effets des mono- et
co-expositions par I'exposition de 10 groupes de 40 souris
durant 120 jours a de faibles doses de Pb, de Hg, de Cd et
d’As par I'eau de boisson ad libitum, en comparaison avec un
groupe témoin qui a regu de I'eau distillée. A la fin de chaque
mois de traitement, 5 males et 5 femelles de chaque groupe
étaient anesthésiés et un prélévement sanguin était effectué
pour la détermination des paramétres hématologiques et
biochimiques. Le cerveau, le foie et les reins des souris
étaient ensuite prélevés pour la détermination des
parametres du stress oxydatif. Un examen microscopique de
coupes histologiques du cerveau et des reins a été
également réalisé. Les auteurs rapportent une diminution
significative du poids corporel chez les souris co-exposées
par rapport aux groupes mono-exposés a la fin du ler et du
2eme mois d’exposition. Les résultats de I'étude mettent
également en évidence une toxicité au niveau du cerveau, du
foie et des reins des souris étudiées. Les effets toxiques
étaient plus importants chez les groupes exposés aux
mélanges de métaux. Aprés 30 jours d’exposition, les auteurs
rapportent une diminution de 14% du poids du cerveau
accompagnée de lésions structurelles telles que Ia

Agents chimiques

dégénérescence neuronale chez les souris exposées au
mélange de Pb, de Hg et de Cd.

Des effets hépatocellulaires ont été observés chez les souris
exposées aux mélanges Pb+Hg+Cd et Pb+Hg+As+Cd. Ces
effets ont été mis en évidence par I'augmentation
significative de I'activité des transaminases et de la
phosphatase alcaline. Une diminution significative du poids
hépatique a également été observée pour les groupes de
souris exposées pendant 60 j a I'AS (32%) ou au mélange
Pb+Hg (23%). Les effets de I'exposition simultanée aux
mélanges de métaux étaient essentiellement de type
synergique, avec une nécrose des tubules rénaux pour les
souris exposées au mélange des 4 métaux.

D’une maniére générale, I'exposition a de faibles doses de
métaux induit un stress oxydatif chez les souris traitées.

Commentaire

Comme dans la précédente étude, les chercheurs ont exposé
des groupes de 40 souris a de faibles concentrations
(correspondant aux valeurs maximales tolérables) de 4
métaux lourds susceptibles de contaminer les eaux de
boissons. Néanmoins, dans la présente étude, les mono-
expositions ont été également étudiées. Ceci permet de
mieux distinguer les effets des co-expositions. Des effets
aussi bien synergiques qu’antagonistes ont été observés.
Ainsi, le poids des animaux, indicateur de I'état général de
santé (4) était significativement plus faible chez les souris co-
exposées. Egalement, les effets hépatotoxiques étaient
significativement plus prononcés chez un plus grand nombre
de groupes exposés aux mélanges que chez ceux exposés a
un seul élément. Par contre, une interaction fortement
antagoniste a été enregistrée par rapport au poids du
cerveau aprées 30 jours d’exposition alors que pour certains
mélanges contenant de I'As, des interactions synergiques ont
été enregistrées apres 60 jours d’exposition.

Par ailleurs, les métaux ont été administrés via I'eau de
boisson et bien que les auteurs aient pris la précaution de
contrdler les quantités consommeées, les doses absorbées ne
sont pas rapportées dans l'article. Ces données auraient
permis de corréler les effets observés aux doses
administrées avec une meilleure précision.

Comme pour la premiere étude, on notera que les
associations Hg+Cd, Hg+As, Cd+As et Hg+Cd+As n’ont pas été
testées.
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CONCLUSION GENERALE

La premiere publication a mis en évidence une
augmentation importante des concentrations de Pb et
d’As dans les trois organes étudiés des souris exposées
aux métaux lourds aux faibles concentrations. Par
contre, I'exposition a ces métaux a engendré une
baisse conséquente des taux de Hg hépatique.

La deuxieme étude axée sur les effets de ces mémes
métaux lourds et aux mémes concentrations a
complété la premiere. Elle fait ressortir des effets
d’antagonismes, mais surtout de synergie touchant
essentiellement le foie et le systeme nerveux. La trés
forte accumulation au niveau du cerveau pourrait
expliquer les lésions structurelles neuronales
observées chez les souris exposées simultanément au
Pb, au Hg et au Cd ou au quatre éléments.

Ces résultats soulignent a la fois lintérét et la
complexité de I'étude des effets liés aux multi-
expositions, en particulier les mélanges de métaux
toxiques pour ’Homme et susceptibles de contaminer
les eaux de boisson constituant ainsi un probleme de
santé publique.

GENERAL CONCLUSION

In the first paper presented in this note, a large
increase of Pb and As concentrations in all heavy
metals exposed mice’s organs. However, hepatic Hg
was considerably reduced in these mice. The second
study completed the first one, as the effects of the
same metal mixtures at the same concentration levels
were studied. Antagonistic, but mainly synergetic
interactions were observed in multi-exposed groups,
affecting particularly liver and nervous system. Brain
high accumulation level could explain structural
neuronal lesions found in mice exposed to the Pb, Hg
and Cd, or to all metals.

These results highlight both the interest and
complexity of multi-exposures effects studies,
particularly those related to heavy metals toxic to
humans, and likely to contaminate drinking water,
which may constitute a significant public health
problem.

Lexique

As : Arsenic
Cd : Cadmium
Hg : Mercure
Pb : Plomb
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L’objectif de cette étude était de déterminer les effets du
mélange de deux éthers du glycol appartenant a la famille
des éthers de I’éthylene glycol, réputée toxique pour la
reproduction. Les auteurs rapportent que la co-exposition
aux deux composés produisait les mémes effets que le 2-
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Cette étude avait pour objectif I'évaluation de la relation
entre I'exposition au mercure durant la grossesse et les taux
des hormones thyroidiennes. Les auteurs rapportent que
I'exposition prénatale au mercure est inversement associée a
la concentration sérique de triiodothyronine chez les femmes
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Moretto A, Di Renzo F, Giavini E, et al. The use of in vitro
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2015;

L’article souligne [lintérét des études in vitro dans
I'évaluation des risques cumulatifs. Utilisant les conazoles
(pesticides) comme exemple, les auteurs démontrent que les
études in vitro, associées a la modélisation PBPK
permettaient de mieux orienter et cibler les études in vivo.
Margerit A, Lecomte-Pradines C, Svendsen C, et al. Nested
interactions in the combined toxicity of uranium and
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Cette étude a mis en évidence des interactions anatagonistes
entre [l'uranium et le cadmium sur les paramétres
physiologiques du nématode Caenorhabditis elegans.Ces
antagonismes étaient prononcés pour I'augmentation de la
longueur de la taille des couvées.
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Mots clés : cellules germinales, épigénétique, gamétes males, nanoparticules d’argent, perturbateurs endocriniens,
trans-génération

Le processus de développement des cellules germinales* est tres finement régulé par des mécanismes génétiques et
épigénétiques*. Les cellules germinales, contrairement aux cellules somatiques, transmettent a la génération suivante les
modifications génétiques et/ou épigénétiques qu'elles auraient subies. En effet, lors de la fécondation, spermatozoide et ovocyte
fusionnent pour former un zygote, générant un état totipotent qui donnera naissance a toutes les cellules de I'organisme. Or les
mécanismes de la transmission épigénétique trans-générationnelle et leurs conséquences sont encore peu connus mais il y a de plus
en plus d’arguments suggérant la possibilité d’une transmission de modifications induites par I'environnement par le biais des
cellules germinales. Cette particularité de transmettre des marques épigénétiques a la génération suivante des cellules germinales
pourrait expliquer la survenue de pathologies a la descendance.

L’exposition aux perturbateurs endocriniens
induit une dérégulation épigénétique
transgénérationnelle des microARNs

dans les cellules germinales primordiales.
Briefio-Enriquez MA, Garcia-Lépez J, Cardenas DB, Guibert S,
Cleroux E, Déd L, Hourcade Jde D, Péknicova J, Weber M, Del
Mazo J. Exposure to endocrine disruptor induces
transgenerational epigenetic deregulation of microRNAs in
primordial germ cells. PLoS One. 2015 Apr 21;10(4.

Résumé

Les auteurs ont exposé des souris a la vinclozoline dées le
début de la gestation a forte et faible doses. lls ont analysé
les modifications phénotypiques et moléculaires sur trois
générations successives. Une réduction du nombre de
cellules germinales primordiales* (CGP) embryonnaires et
une augmentation du taux de cellules apoptotiques avec
diminution de la fertilité chez les males adultes ont été
observées dans les générations F1 a F3. Le géne Blimp1l est
un régulateur crucial de la différenciation des CGP. Les
auteurs ont montré que I'exposition prénatale a la
vinclozoline dérégule des micro-ARN* spécifiques des CGP
tels miR-23d et miR-21, induisant un déséquilibre dans la
voie Lin28/let-7/Blimp1 chez trois générations successives de
males. En revanche, la cartographie de la méthylation
globale de 'ADN ne montre pas de modification majeure,
que ce soit dans les CGP ou dans les cellules germinales
matures.

Ces données suggérent que I'exposition embryonnaire aux
perturbateurs endocriniens environnementaux induit une
dérégulation épigénétique trans-générationnelle de I'expression

de micro-ARNs affectant des voies de signalisation cruciales pour
la différenciation des cellules germinales.

Commentaire

La vinclozoline (3-(3, 5-dichlorophenyl)-5-methyl-5-vinyl-
oxazolidine-2, 4-dione) est un fongicide aux effets anti
androgéniques reconnus, d’ailleurs interdit d’utilisation en
Europe depuis 2007 mais reste un modéle d’étude
remarquable de I'action des perturbateurs endocriniens,
causant des effets sur les cellules germinales.

L'originalité de cette étude porte sur plusieurs points :

1) La période d’exposition : I'exposition démarre dés le
début de la gestation, avant la colonisation des
gonades par les CGP alors que dans les autres études,
I'exposition est souvent plus tardive, les CGP sont alors
déja présentes dans les gonades embryonnaires. Ce
travail suggere que la fenétre de sensibilité a la
vinclozoline est plus large que celle rapportée dans la
littérature. Il montre qu'une exposition dés le début de
I'embryogenése réduit le nombre de CGP en F1, mais
également en F2. Ce nombre plus faible peut expliquer
la baisse de fertilité des males adultes, car les CGP sont
précurseurs des spermatogonies adultes.

2) Les dosages utilisés : deux doses ont été utilisées, une
dose faible a 1 mg/kg/j et une dose élevée a
100 mg/kg/j. Les résultats sont observés en grande
partie pour les deux doses. Or jusqu’a présent, dans les
études transgénérationnelles, la vinclozoline était
utilisée a des doses tres élevées.

3) Le mode d’administration : les auteurs ont choisi une
administration per os, voie pertinente, alors que la
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plupart du temps, la voie d’administration choisie est

I'injection intrapéritonéale plus aisée techniquement.
Les analyses de méthylation de I'ADN montrent qu'une
exposition dés le début de gestation n'altere pas la
méthylation globale du génome; cela est en accord avec la
littérature et soutient I'hypothése des auteurs sur le réle de
certains miARN. Néanmoins il a également été montré que
des génes soumis a l'empreinte parentale présentent un
profil de méthylation modifié aprés une exposition a la
vinclozoline, ce qui peut expliquer en partie I'effet
transgénérationnel (Stouder and Paoloni-Giacobino, 2010).
Les variations d'expression des miRNA impliqués dans la
mise en place de la spermatogenése chez le foetus et/ou le
métabolisme des cellules souches spermatogoniales chez
I'adulte doivent toutefois étre confirmées par d’autres
études plus robustes statistiquement.
Cette étude confirme que I'exposition prénatale aux toxiques
environnementaux, notamment aux perturbateurs
endocriniens, peut altérer la différenciation des cellules
germinales primordiales, le développement de la lignée
germinale male et induire des désordres épigénétiques
trans-générationnels.

L’internalisation de nanoparticules d’argent
dans les spermatozoides murins entraine une
diminution de la fertilité et compromet

le développement embryonnaire

Yoisungnern T, Choi YJ, Woong Han J, Kang MH, Das J,
Gurunathan S, Kwon DN, Cho SG, Park C, Kyung Chang W,
Chang BS, Parnpai R, Kim JH. Internalization of silver
nanoparticles into mouse spermatozoa results in poor
fertilization and compromised embryo development. Sci Rep.
2015 Jun 8;5:11170.

Résumé

Les nanoparticules d'argent (AgNPs) ont des propriétés
antibactériennes et antifongiques qui sont trés utilisées dans
le domaine médical. Dans cette étude, les auteurs ont
exposé les spermatozoides de souris a des concentrations
variables d’AgNPs d’un diameétre compris entre 40 nm et
61,51 nm.

Les spermatozoides ont été exposés a des doses 0, 0.1, 1, 10
et 50 pg/ml pendant trois heures, puis ont ensuite été
utilisés pour féconder des ovocytes avec une observation
pendant 96h du développement embryonnaire qui en
résulte.

Les auteurs ont analysé les effets cytotoxiques de ces
nanoparticules sur la fonction spermatique et le
développement embryonnaire précoce. L’analyse
morphologique par microscopie électronique confirme
I'internalisation de ces nanoparticules dans les
spermatozoides. L’exposition aux AgNPs altere la vitalité
spermatique et inhibe la réaction acrosomique de fagon dose
dépendante. L'augmentation de radicaux libres entraine une
altération mitochondriale et une augmentation des
anomalies morphologiques. De plus, les anomalies
spermatiques liées a l'internalisation des AgNPs dans les
spermatozoides entrainent une diminution des taux de
fécondation ovocytaire et de formation des embryons. Les

Agents chimiques

blastocystes* obtenus a partir de spermatozoides traités aux
AgNPs montrent une expression diminuée des marqueurs du
trophectoderme et de pluripotence.

Les auteurs concluent que [linternalisation des
nanoparticules d’argent dans les gaméetes males peut altérer
la physiologie spermatique, entrainer une diminution de la
fertilité et du développement embryonnaire. Ils proposent
d’utiliser cette reprotoxicité induite remarquable comme un
outil d’évaluation de la toxicité potentielle de dispositifs
médicaux utilisant des nanoparticules d’argent.

Commentaire

Cette étude analyse les effets dose dépendant d'une
exposition des spermatozoides a des nanoparticules d'argent
(viabilité, morphologie, capacité de fécondation in vitro) et
les conséquences déléteres sur les premiers stades
embryonnaires. Ces effets toxiques seraient médiés par un
accroissement du stress oxydatif. Les auteurs ont montré
que les nanoparticules d’argent peuvent étre internalisées
dans les gameétes males a partir d’un certain seuil (10 pg/ml)
a partir duquel les particules sont internalisées, alors qu'en
deca elles adhérent a la membrane cellulaire. Le stress
oxydatif croit de maniére concentration dépendante et
s'accompagne de modifications des mitochondries. La
viabilité des spermatozoides exposés est affectée en deca du
seuil d'internalisation (1 upg/ml) et les anomalies
morphologiques augmentent de maniére concentration
dépendante. Les spermatozoides contaminés présentent une
réaction acrosomique réduite, confirmée par une capacité de
fécondation in vitro diminuée. De plus, le développement
des embryons issus de spermatozoides contaminés est
retardé et leur composition cellulaire est altérée,
notamment pour les cellules pluripotentes.

Malgré le manque de précisions de certains points (nombre
de souris utilisées, classification morphologique des
spermatozoides), cette étude confirme la dangerosité des
nanoparticules d’argent et leur caractére reprotoxique.
Invisibles a I'ceil nu, ces AgNPS sont utilisées dans de
multiples domaines industriels, en particulier dans les
produits cosmétiques et d’hygiéne ainsi que dans de
nombreux produits alimentaire (additifs, emballages). Il est
actuellement tres difficile d’avoir un inventaire référengant
tous les produits contenant des nanoparticules d’argent. Or,
si I'utilisation de ces nanoparticules d’argent est rendue
indispensable par ses propriétés antibactériennes et
antifongiques, les questions concernant leur impact sur la
santé sont régulierement posées. Cette étude renforce donc
les recommandations publiées le 5 mars 2015 par I’Anses, de
renforcer la tragabilité des données et l'information des
consommateurs, et de limiter I'usage des nanoparticules
d’argent aux applications dont [lutilité est clairement
démontrée.
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CONCLUSION GENERALE

Brieno-Enriquez et al. montrent que Iexposition
prénatale a un perturbateur endocrinien altére la
différenciation des cellules germinales primordiales, le
développement de la lignée germinale male et induit
des désordres épigénétiques aux générations
suivantes. Yoisungnern et al. mettent en évidence les
effets cytotoxiques de nanoparticules d’argent sur les
spermatozoides, sur leur capacité a féconder un
ovocyte et sur le développement de I'embryon en
culture. Ces deux études apportent des arguments
supplémentaires a I’labondante littérature qui suggére
la possibilité d’une transmission de modifications
induites par I'environnement par le biais des cellules
germinales, méme si en raison des contraintes
méthodologiques les études d’exposition sont
réalisées sur des modéles murins.

GENERAL CONCLUSION

Germ cells have a specific fate and are able to transmit
epigenetic marks. These marks are potentially
modifiable by exposure to environmental components
that could explain the arisen of pathologies to the next
generations. The first study shows that prenatal
exposure to an endocrine disruptor alters primordial
germ cells differentiation, development of the male
germinal lineage and lead to epigenetic disorders in
the generations to come. The second study highlights
the cytotoxic effect of silver nanoparticles on
spermatozoa, leading to poor fertilization and
embryonic development.

These two studies bring additional arguments in
plentiful literature which suggests the possibility of a
transmission of germ cells modifications inferred by
the environment, despite methodological constraints
limiting these studies on mouse models.

Lexique

Blastocyste : Stade du développement embryonnaire au

cours duquel on distingue deux populations de cellules :

e les cellules de la masse cellulaire interne qui aboutit
a la formation de I'embryon ;

e les cellules les plus externes constituant
le trophectoderme a I'origine du placenta.

Cellules germinales : Cellules reproductrices. Lorsqu’elles

sont matures, elles sont appelées gamétes (spermatozoide

ou ovocyte). Ces cellules sont a I'origine de I'embryon.

Cellules germinales primordiales: Cellules diploides

a l'origine des gametes.

Impact de certains composants environnementaux sur les cellules germinales

Célia RAVEL

Epigénétique : Représente les mécanismes et phénomenes
qui définissent le phénotype sans modifier le génotype. Cela
comporte toutes les modifications de la chromatine, incluant
la méthylation de I'ADN, les modifications d’histones et
remodelage des nucléosomes.

MicroARN : Courts acides ribonucléiques simple-brin
présents dans les cellules eucaryotes
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Staphylococcus aureus porteurs du gene
mecC chez I’Animal : faut-il craindre

une nouvelle vague de résistance

a la méticilline chez 'Homme ?

Période : avril 2015 a ao(t 2015

IETCUEREII N | jbietrix.vetarche@gmail.com

Clinique vétérinaire de I’Arche - Valence - France

Mots clés : animal, complexe clonal CC130, mecC, résistance a la méticilline, spécificité d’hote, staphylococcus aureus,
virulence

Les souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méticilline (SARM)* constituent un probleme de santé publique majeur. La
résistance est liée a I'acquisition par la bactérie d’un géne mecA codant une protéine additionnelle liant la pénicilline (PLP) *appelée
PLP2a, qui présente une affinité réduite pour 'ensemble des béta-lactamines* et rend la bactérie résistante a la quasi-totalité de
cette classe d’antibiotiques. En 2011, un nouveau gene de résistance a la méticilline appelé mecC codant une nouvelle PLP (PLP2c) a
été mis en évidence a partir de souches humaines et bovines de S. aureus en Angleterre et au Danemark (1). Des SARM porteurs du
géne mecC, principalement liés au complexe clonal* CC130, ont depuis été identifiés chez différentes especes animales domestiques
et sauvages dans plusieurs pays d’Europe (2). Si la prévalence actuelle de ces souches semble faible chez I’'Homme, respectivement
0,45 et 2,8% des SARM isolés en Angleterre et au Danemark (2, 3), plusieurs cas d’infections graves ont déja été rapportés (4, 5). Au
Danemark, des études récentes décrivent une augmentation des souches de SARM mecC ces derniéres années passant de 3 souches
isolées en 2003 a 37 en 2011, ainsi que des éléments épidémiologiques en faveur d’'une dissémination zoonotique et
communautaire de ces clones (6, 7). Les SARM porteurs du gene mecC possedent un profil de résistance original, caractérisé par une
faible expression de la résistance a I'oxacilline* in vitro, ainsi qu’une multi-sensibilité aux antibiotiques non-béta-lactamines, qui
peuvent compliquer la détection de ces souches par les méthodes classiques d’antibiogramme. Comme elles apparaissant parfois
faussement sensibles a la méticilline cela peut aboutir a une éventuelle sous-estimation de leur prévalence (8). La problématique
actuelle est donc d’évaluer le réel danger que pourraient représenter ces souches, en étudiant leur diffusion dans le monde animal,
leur pouvoir pathogéne potentiel pour 'Homme et I'impact de ce nouveau géne dans I'antibiorésistance chez S. aureus. Les deux
premiéres études relatées dans cette note traitent de la diffusion et de la caractérisation de SARM mecC au sein de différentes
populations animales au Danemark et en Espagne. La troisieme publication présente pour la premiere fois, I'évaluation de la
résistance de SARM mecC dans un modeéle expérimental d’infection animale.

SARM porteurs du géne de résistance mecC sélectionnés parmi les 15 porteurs du géne mecC ont ensuite
chez des Maras en captivité été intégralement séquencés pour déterminer les genes de

X . i virulence et de résistance présents. Le séquencgage des
Espinosa-Gongora C, Harrison EM, Moodley A, Guardabassi L,

souches a montré un gene mecC intégralement conservé et
Holmes MA. MRSA carrying mecC in captive mara. J Antimicrob tte SCC *gd t x| g | hi d
Chemother 2015;70(6):1622-4. une cassette mec* de type Xl avec un polymorphisme de

seulement 23 nucléotides par rapport a la premiére souche
mecC-positive publiée. Les auteurs ont également retrouvé
un panel de facteurs de virulence identique aux souches
bovines, ovines et humaines de SARM ST130 précédemment
isolées au Danemark.

Résumé

Dans cette étude, les auteurs rapportent la caractérisation
de 15 souches de S. aureus appartenant au clone ST130,
isolées en 2010 a partir d’écouvillons nasaux réalisés chez 15
Maras* (Dolichotis patagonum) vivant en captivité au zoo de Commentaire
Copenhague. Pour chaque isolat, la présence du gene mecC a
été recherchée par PCR* et le spa-type* a été déterminé. La
sensibilité aux antibiotiques a également été testée. Les 15
isolats ST130 testés étaient tous porteurs du géne mecC et
appartenaient au spa-type t528. Ils montraient une
résistance a la pénicilline G*, a I'ampicilline* et a la
céfoxitine* mais gardaient une bonne sensibilité a
I'oxacilline. Les génomes de deux isolats aléatoirement

Cette étude rapporte la premiére description de SARM ST130
mecC chez des Maras. Ce type de clone n’ayant pour I'instant
jamais été rapporté sur le continent américain (mais trés peu
d’études I'ont recherché en dehors de I'Europe), il semble
peu probable que les Maras, rongeurs d’Amérique du Sud,
en soient des hotes naturels. Néanmoins, il s’agissait de la
seule espéce animale porteuse de souches mecC-positives
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sur 25 espéces dépistées dans ce zoo en 2010. L'origine de
ces souches chez ces animaux reste inconnue. L’hypothese la
plus vraisemblable est une colonisation durant leur captivité,
ce qui fait suspecter une possible transmission de ce clone
via la faune sauvage urbaine (rongeurs, oiseaux), 'Homme
ou une autre origine environnementale. Des SARM ST130
mecC ont d’ailleurs déja été isolés chez des mulots sauvages
et dans des eaux d’égout urbaines en Espagne (9, 10). Bien
que les SARM ST130 soient traditionnellement rapportés
dans des régions rurales (1, 6), cette étude rapporte pour la
premiére fois un foyer animal de SARM ST130 dans un
environnement urbain. Le séquengage génomique de deux
souches montre qu’elles sont génétiquement treés
conservées par rapport aux souches de SARM ST130
précédemment identifiées dans le pays (1, 7, 11). Ces
données indiquent une faible évolution de ces souches et
appuient I'hypothése d’un clone de SARM a large spectre
d’héte. Cette étude n’apporte cependant que peu de
données sur un plan épidémiologique, notamment
concernant la prévalence du portage dans le groupe
d’animaux concernés. Or, la publication originale décrivant la
campagne de prélevements au zoo de Copenhague en 2010
faisant état d’une population totale de 19 Maras prélevés, on
peut craindre une large diffusion de ce clone de SARM* dans
ce groupe d’animaux puisque 15 Maras porteurs sont
rapportésici (12).

Forte prévalence de Staphylococcus aureus
résistants a la méticilline portant le géne
mecC dans un élevage semi-extensif de cerfs
élaphes (Cervus elaphus hispanicus)

dans le sud de I’Espagne

Gomez P, Lozano C, Gonzalez-Barrio D, Zarazaga M, Ruiz-Fons F,
Torres C. High prevalence of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) carrying the mecC gene in a semi-extensive red
deer (Cervus elaphus hispanicus) farm in Southern Spain.Vet
Microbiol 2015;177(3-4):326-31.

Résumé

Cette étude s’est intéressée a la prévalence du portage nasal
de S. aureus dans un élevage semi-extensif de cerfs élaphes
dans le sud de I'Espagne. Elle a été réalisée suite a la
détection dans ce méme élevage de deux mulots colonisés
par un clone de SARM portant le gene mecC en 2013. Des
prélévements ont été réalisés par écouvillonnage nasal chez
65 cerfs. Quinze prélevements ont également été réalisés
chez des personnes évoluant au contact de ces animaux ou
de la faune sauvage locale. La sensibilité des souches de S.
aureus isolées a été évaluée puis plusieurs génes de
résistance, de virulence ainsi que des génes faisant partie de
constituants de I'lEC* (Immune Evasion Cluster) ont été
recherchés par PCR. Le fond génétique des souches a été
caractérisé par spa-typing, MLST* (Multi-Locus Sequence
Typing) et comparé par électrophorése en champ pulsé*. Les
résultats ont montré la présence de SARM chez 16,9% des
animaux prélevés (11 souches). Tous les SARM isolés étaient
porteurs du géne mecC et d’une cassette SCCmec de type XI.
Deux spa-types différents ont été identifiés : 1843 et t1535.
Toutes les souches étaient assignées au sequence-type

Agents biologiques

ST1945 et appartenaient au complexe clonal CC130. En
électrophorese en champ pulsé, les 11 SARM mecC-positifs
présentaient le méme profil, confirmant une importante
communauté génétique entre ces souches. Concernant les
facteurs de virulence recherchés, seul le géne etd2 a été
identifié. Un IEC de type E avec présence des génes scn et
sak a également été mis en évidence chez I'ensemble des
souches isolées. Ces souches n’ont été retrouvées chez
aucune des personnes prélevées.

Commentaire

Les résultats obtenus montrent pour la premiere fois une
colonisation a SARM CC130 mecC-positif chez des cerfs
élaphes méme si d’autres especes de cervidés ont déja été
identifiées comme de possibles hotes (9). L'intérét de cette
publication réside dans son caractére prospectif qui permet
de dégager quelques données épidémiologiques quant a la
diffusion de ces clones au sein d’une population animale.
Ainsi, la prévalence élevée de SARM dans cette population
(16,9%) et la forte communauté génétique des souches
détectées fait suspecter un fort potentiel de transmission et
une possible persistance de ce clone chez les animaux
colonisés. Des données similaires ont déja été rapportées au
sein d’un élevage bovin en Allemagne (13). Il faut cependant
relever qu’il s’agit ici d’'une population animale semi-captive,
dont les conditions de vie pourraient avoir favorisé la
diffusion du SARM par rapport a une population sauvage. Un
autre élément intéressant est la détection, une année
auparavant et dans le méme secteur géographique, de
rongeurs porteurs du méme clone de SARM (10). Ces
données indiquent une possible transmission inter-especes
et mettent une nouvelle fois en exergue le role potentiel de
la faune sauvage dans la dissémination des clones de SARM.
L'IEC est un élément génétique classiquement considéré
comme un facteur d’adaptation des souches de S. aureus a
'Homme (14) et est généralement rapporté comme absent
chez les clones de SARM appartenant au CC130 (2). Cette
étude est la deuxiéme a rapporter la présence de ce type de
génes chez des SARM CC130, la premiére étant celle qui
décrivait les souches isolées chez les rongeurs cités plus haut
en 2013 (10). La mise en évidence des génes scn et sak est
préoccupante car elle pourrait indiquer une capacité
d’adaptation de ces souches de S. aureus a 'Homme. Il faut
cependant noter qu’aucune contamination humaine n’a été
mise en évidence dans cette étude.

Efficacité in vivo de la flucloxacilline

dans des endocardites expérimentales
causées par Staphylococcus aureus mecC-
positif montrant une sensibilité température-

dépendante in vitro

Mancini S, Laurent F, Veloso TR, Giddey M, Vouillamoz J,
Vandenesch F, Moreillon P, Entenza JM. In vivo effect of
flucloxacillin in experimental endocarditis caused by mecC-
positive Staphylococcus aureus showing temperature-dependent
susceptibility in  vitro.  Antimicrob  Agents = Chemother
2015;59(4):2435-8.
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Résumé

Dans cette étude, les auteurs ont comparé in vitro le niveau
de sensibilité a I'oxacilline de cing souches (humaines et
animales) de SARM porteuses du géne mecC en fonction de
la température d’incubation. lls ont utilisé trois méthodes de
références : détermination de la CMI*, analyse de population
(PAP*) et courbe de mortalité bactérienne*, a des
températures d’incubation de 30°C et de 37°C. Les auteurs
ont ensuite utilisé un modéle d’endocardite* a SARM
porteur du géne mecC induite chez le rat afin d’évaluer
I'effet de trois jours de traitement par flucloxacilline (un
dérivé halogéné de I'oxacilline). L'efficacité de I'antibiotique
a été évaluée en dénombrant les colonies se développant
aprés mise en culture des végétations aortiques. Les
résultats obtenus ont montré une augmentation significative
de la CMI avec présence de sous-populations résistantes a 32
mg/L d’oxacilline lorsque I'incubation est réalisée a 30°C par
rapport a 37°C, température a laquelle les souches
apparaissent sensibles. De méme, I'oxacilline ne semblait
avoir aucun effet sur la mortalité bactérienne a 30°C alors
gu’elle provoquait une nette diminution de la concentration
bactérienne a 37°C. In vivo, I'utilisation de la flucloxacilline a
permis une stérilisation de 80 a 100% des végétations
analysées ainsi qu’une trés nette diminution du nombre de
colonies isolées. Les bactéries isolées des végétations chez
les animaux traités présentaient une sensibilité a I'oxacilline
identique a leur sensibilité initiale.

Commentaire

Les souches de SARM mecC sont généralement rapportées
comme sensibles a l'oxacilline in vitro (8), faisant ainsi
craindre de possibles problémes de détection de la
résistance avec les méthodes bactériologiques de routine.
Les résultats de cette étude montrent clairement une
influence de la température sur la résistance de ces souches
a l'oxacilline qui corrobore les résultats précédemment
publiés évoquant une perte de stabilité de la PLP2c a 37°C
(15). L’intérét majeur de cette publication est qu’elle a
exploré pour la premiére fois I'efficacité d’un traitement par
un dérivé de I'oxacilline dans un modeéle animal d’infection
séveére a SARM mecC-positifs. De maniére trés intéressante,
les résultats montrent que, de fagon similaire a ce qui est
observé in vitro, les souches de SARM porteurs du gene
mecC semblent présenter une bonne sensibilité a Ia
flucloxacilline in vivo. Ces données tendent a minorer le
risque d’échec thérapeutique lié a un traitement a base
d’oxacilline en présence d’'un SARM porteur du gene mecC
faussement identifié comme SASM*. Il faut cependant
relever que le modele étudié ici est celui d’une infection
profonde et qu’il est possible que la bonne efficacité de la
flucloxacilline soit directement liée a la température
corporelle du rat qui dépasse généralement 37,5°C. Dans ce
contexte, se pose la question de [Iefficacité de cet
antibiotique sur des foyers infectieux plus externes (plaies,
infections cutanées) qui sont susceptibles d’évoluer a des
températures plus basses. D’autre part, ces résultats ne
semblent pas pouvoir étre extrapolés a I'utilisation d’autres
béta-lactamines, compte tenu des différences d’affinités
observées pour la PLP2c (15).
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CONCLUSION GENERALE

Les résultats présentés dans ces études montrent que
les SARM CC130 mecC-positifs sont capables de
coloniser de nombreuses espéces animales dans
différents biotopes. Si les modes de propagation de
ces SARM restent mal connus, il est probable qu’une
transmission inter-especes soit prépondérante, ces
clones montrant une faible spécificité d’hote. Au
niveau génétique ces souches ne portent
généralement pas de facteur de virulence humain
majeur, bien que la récente découverte de genes
impliqués dans I'lEC chez certaines de ces souches
doive inciter a une surveillance plus étroite de leur
évolution. Enfin, I'impact thérapeutique de ce
nouveau géne parait de prime abord modéré au vu du
faible niveau de résistance conféré par rapport au
géne mecA et a [l'apparente efficacité de Ila
flucloxacilline chez I’animal. Cependant, I’expression
du géne mecC semble liée a des mécanismes de
régulation complexes (11, 15) qui restent a explorer.

GENERAL CONCLUSION

Results presented in these studies show that CC130
MRSA mecC-positive strains are able to colonize a
broad range of animal species in various biotopes. If
transmission routes of these strains are still largely
unknown, it is likely that inter-species transmission
exists, these clones showing a poor host-specificity.
Genetically, these strains generally lack major human
virulence factors, even though the recent discovery of
IEC genes in some of these strains should incite close
attention to their evolution. Finally, impact of this new
gene on treatment seems to be moderate according to
the low resistance level generated compared with
mecA gene and to the apparent efficacy of
flucloxacillin in animals. However, expression of mecC
seems to be linked to complex regulatory mechanisms
(11, 15) which need to be explored.

Lexique

Béta-lactamine : Large classe d’antibiotiques comprenant
entre autre la pénicilline et ses dérivés, les céphalosporines,
les monobactames et les carbapénemes. Tous ces
antibiotiques, comportant un noyau appelé « béta-
lactame », agissent en se fixant sur la PLP, inhibant ainsi la
synthése du peptidoglycane de la paroi bactérienne. Cette
classe d’antibiotiques constitue le traitement de choix des
infections staphylococciques chez ’'Homme et I’Animal.
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Céfoxitine : Antibiotique classé comme une céphalosporine
de 2°™ génération, appartenant 3 la famille des béta-
lactamines.

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice : concentration
minimale d’antibiotique nécessaire a I'inhibition de Ila
croissance bactérienne.

Complexe clonal : Ensemble de clones de S. aureus montrant
une forte communauté génétique par la technique du Multi-
Locus Sequence Typing.

Courbe de mortalité bactérienne : Evaluation de la mort
bactérienne induite par un antibiotique. Elle est déterminée
en évaluant I'évolution de la concentration bactérienne, en
fonction du temps d’incubation, dans un bouillon de culture
contenant une concentration connue d’antibiotique.
Electrophorése en champ pulsé : Méthode
d’électrophorése utilisée pour séparer de gros fragments
d’ADN aprés digestion par une enzyme de restriction. Le
profil obtenu est spécifique du contenu génétique de la
bactérie analysée. Cette méthode est utilisée pour comparer
plusieurs souches bactériennes et évaluer leur similitude au
plan génétique.

Endocardite : Inflammation de [I'endocarde (enveloppe
interne du cceur incluant les valves cardiaques). Dans le cas
de cette étude, 'endocardite a été déclenchée en induisant
des lésions sur les valves aortiques des rats par cathétérisme
et inoculation de 105 CFU (Colony Forming Unit) de
différentes souches de SARM mecC.

IEC: Immune Evasion Cluster : Complexe d’échappement
immunitaire représenté par un ensemble de génes, dont sak,
chp, scn, contenus dans un élément génétique mobile inséré
dans le chromosome bactérien (prophage). Ces génes codent
respectivement une staphylokinase, une protéine inhibant le
chimiotactisme des leucocytes et un inhibiteur du
complément qui permettent a la bactérie d’échapper au
systeme immunitaire de son hote. Ce complexe est
majoritairement retrouvé chez les clones humains de S.
aureus et est considéré comme un facteur d’adaptation de la
bactérie a 'Homme.

Mara : Rongeur de grande taille endémique d’Amérique du
Sud (principalement Argentine) appartenant a la famille des
cavidés (comme le cobaye).

MLST : Multi-Locus Sequence Typing : méthode standardisée
qui consiste a séquencer 7 geénes dits « de ménage » et
permet d’attribuer un numéro de Sequence Type (ST) en
fonction des séquences de genes. Cette technique permet de
déterminer le fond génétique de la souche analysée. Deux
souches ayant au moins 5 génes de séquence identique sont
affiliées au méme complexe clonal.

Oxacilline : Antibiotique classé comme une pénicilline du
groupe M, appartenant a la famille des béta-lactamines.
PAP : Population Analysis Profile : Méthode permettant de
détecter la présence de sous-populations résistantes au sein
d’une population bactérienne. Elle consiste a dénombrer le
nombre de colonies se développant sur une série de géloses
contenant un antibiotique a concentrations croissantes.
PCR: Méthode de biologie moléculaire qui permet
d’amplifier en grande quantité une séquence d'ADN ou
d'ARN connue, a partir d'une faible quantité d'acides
nucléiques et d'amorces  spécifiques  constituées
d'oligonucléotides de synthése. Dans le cas de cette
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publication, la PCR permet de mettre en évidence, dans le
génome de la bactérie, la présence de séquences de
nucléotides spécifiques de certains génes.

Pénicilline G : Antibiotique de la famille des béta-lactamines.
Ampicilline : Antibiotique classé comme une aminopénicilline
ou pénicilline du groupe A, appartenant a la famille des béta-
lactamines.

PLP : Protéine Liant la Pénicilline. Protéine essentielle a la
synthése du peptidoglycane de la paroi bactérienne qui est la
cible des antibiotiques appartenant a la famille des béta-
lactamines.

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline : la
résistance a la méticilline est conférée a la bactérie par
I'acquisition d’un gene mecA ou mecC, lui conférant une
résistance a la quasi-totalité des béta-lactamines.

SASM : Staphylococcus aureus sensible a la méticilline :
souche de S.aureus dépourvue de SCCmec et des génes
mecA ou mecC, montrant une sensibilité globale aux béta-
lactamines.

SCCmec: Staphylococcal Cassette Chromosome mec:
élément génétique mobile qui porte les génes de résistance
a la méticilline mecA ou mecC.

Spa-typing : Méthode permettant I'identification génétique
des clones de S. aureus. Elle consiste a séquencer le gene spa
codant la protéine A, dont une des extrémités présente des
répétitions de 24 paires de bases. L’analyse de la séquence
et du nombre de ces répétitions permet d’attribuer a chaque
souche un profil dont la nomenclature est standardisée au
niveau international.
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récemment identifiées dans des élevages bovins en Italie. Les
résultats de cette étude ont montré une forte communauté
génétique entre les souches animales et humaines de CC1
ainsi que la présence fréquente d’IEC faisant craindre
I'apparition d’un nouveau réservoir de SARM pour ’Homme.
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L'implication des moisissures est fréquemment rapportée dans les maladies respiratoires, mais leurs étiologies ne sont pas
encore bien documentées, di au manque de mesures standardisées (1,2). Par ailleurs, les logements sont colonisés par une
population hétérogéne de micro-organismes incluant moisissures, bactéries et acariens. Ces micro-organismes sont aussi
impliqués dans le développement de pathologies respiratoires allergiques, mais font peu I'objet de mesures simultanées (3).
Enfin les allergenes de chats, chiens ou blattes interférent aussi sur la santé respiratoire des enfants (4). Quelques études
proposent une mesure multifactorielle de I'exposition des enfants aux aéro-allergénes. Les publications présentées exposent
une mesure de I'exposition fongique couplée a une exposition aux allergénes de chat, de chien et d’acariens pour la premiére
et couplée a une mesure de I'exposition bactérienne et a une évaluation qualitative de I'exposition aux blattes et aux

rongeurs dans la seconde.

Concentrations et facteurs déterminants de
la présence de moisissures et allergénes dans
I’air intérieur et la poussiere de logements

francais

Dallongeville A, Le Cann P, Zmirou-Navier D, Chevrier C, Costet
N, Annesi-Maesano |, Blanchard O. Concentration and
determinants of molds and allergens in indoor air and house
dust of French dwellings. Sci Total Environ 2015.

Résumé

Cette publication rapporte des mesures d’exposition aux
moisissures a l'intérieur de 150 logements (cohorte
PELAGIE*), réalisées dans l'air (chambre des enfants et
séjour) et dans les poussiéres aspirées du sol (chambre). Un
dosage d’allergénes (acariens, chiens, chats) a été réalisé
dans la poussiere du matelas par technique ELISA*. Des
mesures physico-chimiques (température, humidité, taux de
CO,) ont été réalisées et les caractéristiques des logements
recueillies par questionnaire.

Cladosporium et Penicillium ont été isolés de I'air dans plus
de 80 % des logements. Dans la poussiére, Cladosporium,
Penicillium, Aspergillus et Alternaria ont été détectés dans
respectivement 92, 80, 49 et 14% des logements. Les
allergénes d’acariens (Der f1, Der pl), de chats (Fel d1) et de
chiens (Can f1) ont été retrouvés respectivement dans 90,
77, 37 et 89% des logements. Différentes variables (saison,
présence d’animaux, age du logement, tabagisme des

occupants, aération, température, humidité relative et
présence d’humidité visible) semblent influencer la présence
de certains genres de moisissures. Les allergénes retrouvés
dans les matelas étaient fortement liés a la présence
d'animaux et a la périodicité de nettoyage des draps.

Commentaire

Cette étude prend le parti de mesurer la présence des
moisissures et des principaux allergénes présents dans les
logements (acariens, chats et chiens) et de ne plus se référer
seulement a I'odeur, a 'humidité ou I'apparence moisie des
murs comme déterminants des maladies allergiques. L'idée
d’étiologies de nature différente a I'origine de ces maladies
est également avancée. En revanche, l'utilisation de la
culture, limitée a l'identification aux genres présente deux
inconvénients: 1) elle ne permet que le dénombrement des
colonies cultivables, sous-estimant ainsi I'implication des
spores non revivifiables qui pourraient contribuer a I'allergie
(5), et 2) lidentification ne permet pas ici de faire la
différence entre les especes d’'un méme genre, qui peuvent
pourtant avoir des roles différents dans I'allergie (6). Le point
important dans cette publication est la mise en évidence de liens
entre allergenes de chiens et de chats avec les moisissures d’une
part et les allergenes d'acariens d'autre  part.
La présence des chats (Fel d1) est associée a des quantités
réduites de Cladosporium pendant la saison chaude et a des
quantités plus faibles d’allergénes d’acariens (Der f1).
Paradoxalement la relation moisissures/allergénes d’acariens
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n‘a pas été étudiée alors que les acariens peuvent
transporter des moisissures (7). Enfin, les mycobactéries et
les entérobactéries (productrices d’endotoxines) auraient
également pu étre étudiées, puisqu’elles semblent jouer un
role dans le développement de I'asthme (8). A terme, il
faudrait pouvoir évaluer, dans des études cliniques
longitudinales, si une exposition cumulée aux moisissures,
aux bactéries, aux allergénes de chats, de chiens et
d’acariens augmente le risque de développer des pathologies
allergiques et définir des profils de logements a risque (9).

Indicateurs de concentrations fongiques
aéroportées dans les maisons urbaines :
comprendre les conditions qui affectent

les expositions fongiques intérieures

Crawford JA, Rosenbaum PF, Anagnost SE, Hunt A, Abraham JL.
Indicators of airborne fungal concentrations in urban homes:
Understanding the conditions that affect indoor fungal
exposures. Sci Total Environ 2015. Volume 517, 1 June 2015,
Pages 113-124

Résumé

Les contaminations fongique et bactérienne de I'air intérieur
et extérieur de 103 logements d’enfants vivant dans des
foyers urbains défavorisés de Syracuse dans I'état de New
York (AUDIT study/USA*) ont été mesurées et analysées par
culture. Un des milieux a été subdivisé en 50 spots, chacun
ensemencé sur un milieu secondaire pour dénombrer les
especes moins fréguentes. Les logements ont été inspectés
notamment pour détecter la présence de blattes.

Les inspecteurs ont relevé que 70 % des logements
présentaient des signes d’humidité, 24 % un manque
d’hygiéne et 25% des blattes. Cladosporium, Penicillium,
Aspergillus et Alternaria ont majoritairement été isolés des
logements et les basidiomycétes détectés dans 41 % des
logements. La méthode des spots a permis d’isoler
Acrodontium dans 16% des logements.

Une influence saisonniére de la contamination extérieure au
sein des logements a été observée. Lors des périodes de
neige, le ratio flore fongique intérieure/extérieure était
cependant plus important (jusqu’a une valeur de 29).
Plusieurs caractéristiques du logement (présence de
moisissure visible, odeur d’humidité, présence de blattes,
humidité relative) étaient associées a des taux élevés de
certaines moisissures. Les logements présentant un manque
d’hygiéne et des blattes étaient positivement reliés a des
concentrations plus élevées de moisissures totales,
Aspergillus et Penicillium.

Commentaire

Ce travail apporte des informations nouvelles avec
notamment la détection inhabituelle d’Acrodontium (Syn.
Beauveria). En revanche, la technique d’impaction d’air sur
un milieu de culture unique met en évidence une fois
encore, les seules spores viables, ce qui sous-estime le risque
pour les pathologies respiratoires. Les auteurs mettent en
garde sur l'utilisation sans discernement des ratios flore
intérieure/extérieure qui varient nettement avec les jours
neigeux mais trés peu avec les jours pluvieux.

Agents biologiques

Les auteurs constatent aussi une influence plus ou moins
importante des concentrations en moisissures extérieures
sur le ratio selon les espéces (forte influence pour
Cladosporium, Alternaria et Acrodontium et plus faible pour
Penicillium, Aspergillus et levures) et selon le mois de
prélevement (plus forte en aolt). Ces arguments invalident
I'utilisation de ces ratios et militent en faveur de Ia
réalisation de mesures exclusivement dans les périodes de
fermeture des fenétres (6).

De fortes concentrations en spores (Aspergillus, Penicillium)
ont été corrélées a la présence de blattes, impliquées elles
aussi dans les phénomenes allergiques (4). Précédemment,
cette équipe avait reliés les sifflements respiratoires chez les
enfants a la présence de Penicillium (10). Ainsi, la part de
Penicillium dans I'expression des symptomes respiratoires
reste inconnue, puisque d’autres allergénes comme les
blattes ont également été retrouvés.

CONCLUSION GENERALE

Les deux publications mesurent la présence de
moisissures dans les logements par culture. Elles
évaluent le lien entre moisissures et d’autres
allergenes, ceux des chiens et des chats pris en compte
dans la premieére étude, et les blattes dans la seconde.
En revanche, le dénombrement relatif des espeéces
colonisant les logements reste sous-évalué. Seule
Iutilisation d’un échantillonnage standardisé, avec un
recueil au long court, valable pour tous les aéro-
allergenes et des techniques moléculaires (qPCR4)
permettront I'acquisition de données plus pertinentes
sur la contribution de chaque espéce au
développement des maladies respiratoires.

GENERAL CONCLUSION

The selected publications measure the presence of
mold in homes of allergic patients by culture. They
assess the relationship between mold and other
allergens such as dogs and cats in the first paper and
cockroaches in the second. However, the relative count
of species colonizing dwellings remains
underestimated. Only the use of a standardized
sampling, during a long period, compatible for all
aero-allergens measure, and molecular techniques
(qPCR) could lead to improvement in the
understanding of how each species contribute to the
development of allergic diseases.

Lexique

AUDIT study/USA : Recrutement d’enfants de trois mois
avec meres asthmatiques, foyers urbains défavorisées, a
faibles revenus
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Cohorte PELAGIE : Etude sur les perturbateurs endocriniens :
Etude longitudinale sur les anomalies de la grossesse,
I'infertilité et I'enfance, menée en Bretagne, inclusion de
2002 a 2006

ELISA « Enzyme-Linked Immunosorbent Assay » : Technique
biochimique qui permet un dosage immunoenzymatique
gPCR « quantitative Polymerase Chain Reaction » :
Quantification spécifique de I’ADN d’organismes par réaction
en chaine par polymérase
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Autres publications identifiées

Shorter C, Taubel M, Pierse N, et al. Objective assessment of
domestic mold contamination using quantitative PCR, 2015,
JACI In press

Lettre a [I'éditeur qui rapporte des résultats concernant
I’évaluation de I'exposition fongique et bactérienne mesurée
par un méme outil qui est la gPCR (3 cibles fongiques, 2 cibles
bactériennes) a partir de capteurs électrostatiques de
poussiéres. Les concentrations mesurées par gPCR montrent
des différences significatives selon le score fongique du
logement établit par inspection visuelle (recherche de signes

Allergénes impliqués dans les maladies respiratoires :
Vers une évaluation biologique multi-factorielle ?
Steffi ROCCHI et Gabriel REBOUX

d’humidité et de moisi) pour la cible
Penicillium/Aspergillus/Paecilomyces variotii.

Shin SK, Kim J, Ha SM, et al. Metagenomic Insights into the
Bioaerosols in the Indoor and Outdoor Environments of
Childcare Facilities, PlosOne, Mai 2015

Cette publication présente les résultats d’une analyse par
NGS (séquengage haut débit, technologie pyroséquengage
454 Roche) réalisée dans 50 préléevements d’air provenant de
5 centres de soins et 5 écoles. Les communautés bactériennes
et fongiques identifiées contiennent des taxons jamais mis en
évidence auparavant dans ce genre de prélévements.
Madsen AM, Zervas A, Tendal K et al. Microbial diversity in
bioaerosol samples causing ODTS compared to reference
bioaerosol samples as measured using lllumina sequencing
and MALDI-TOF, Envir Res, 2015 ; 140 : 255-267

Cette publication présente une autre technologie de NGS que
celle de la publication de Shin et al (ici technologie lllumina)
réalisée a partir de poussieres (graines de gazon) dans
I’environnement de travailleurs. Les auteurs mettent ainsi en
évidence 150 genres bactériens et 25 genres fongiques.
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Impact de la biodiversité des toxines
botuliques sur leur fonctionnalité et
leur identification

Période : avril 2015 a ao(t 2015

DICIEHGIWAINS | didier.hilaire@intradef.gouv.fr
DGA (Direction générale de I'armement) - DGA Maitrise NRBC - Vert le Petit - France

Mots clés : biodiversité, endopep-MS, identification, toxines botuliques, spectrométrie de masse

Les toxines botuliques (BoNT) produites principalement par I'espéce Clostridium botulinum sont responsables du botulisme* (1).
Chez 'Homme, le botulisme naturel est principalement d’origine alimentaire mais les BoNT peuvent aussi le contaminer par voie
inhalée ce qui fait de ces toxines un des principaux agents du risque biologique intentionnel (2). Les propriétés paralysantes des
BoNT sont, par ailleurs utilisées dans plusieurs applications médicales et cosmétiques. La diversité de ces toxines est importante,
sept types (A a G) ont été identifiés, un huitieme est actuellement discuté (3-5). L'utilisation de la biologie moléculaire a permis
d’identifier une quarantaine de sous-types qui se distinguent au sein des différents types par des variations de séquences primaires
supérieures a 2,6 % (6). La diversité structurale des sous-types peut s’accompagner de propriétés distinctes (toxicité, mode
d’action...). La connaissance des différents sous-types est donc primordiale pour évaluer leur risque sanitaire (naturel ou provoqué)
et pour sélectionner les plus pertinents pour les applications médicales. La premiére publication décrit la caractérisation de la
fonctionnalité d’'un nouveau sous-type A. La seconde publication compare la fonctionnalité de 5 sous-types A. L'identification des
sous-types n’est pas réalisable par les méthodes classiques immunologiques. L’utilisation de la biologie moléculaire est une
alternative mais elle nécessite la présence de la bactérie productrice ou de son ADN. La mise en place de nouvelles approches est
donc nécessaire. Dans ce cadre, la troisieme publication présente une stratégie d’identification des BoNT (types et sous-types).

Isolement et caractérisation fonctionnelle du
nouveau sous-type de toxine botulique A8

Kull S, Schulz KM, Weisemann J, Kirchner, Schreiber T, Les différents sous-types de BONT sont le plus souvent
Bollenbach A, Dabrowski PW, Nitsche A, Kalb SR, Dorner MB, comparés a partir de leur homologie de séquence protéique
Barr JR, Rummel A, Dorner B. Isolation and functional
characterization of the novel Clostridium botulinum neurotoxin
A8 subtype. PloS-one 2015;

Commentaire

et/ou génétique. Ceux présentant les homologies les plus
fortes sont considérés comme les plus proches. Trés peu
d’études ont été réalisées pour évaluer les impacts des
; : variations de séquences sur la toxicité et 'immunogénicité
Reésume des variants. Le travail réalisé est assez novateur car le sous-
type A8 est caractérisé en prenant en compte la souche
productrice et la toxine. Les auteurs ont analysé le génotype
de la souche, la séquence protéique de la BoNT, sa
fonctionnalité et ses caractéristiques immunologiques.
L’approche génétique et protéomique permet de confirmer
que la BONT/A8 est bien un nouveau sous-type. Cette toxine
apparait beaucoup moins toxique que la BoNT/A1 malgré
leur forte homologie de séquence. Il ressort clairement de
cette observation que la caractérisation des différents sous-
types ne doit pas se limiter a des comparaisons de séquences
mais aussi s’appuyer sur des études toxicologiques. Il est
dommage que les auteurs n’aient pas effectué des tests de
|étalité chez la souris pour établir le taux de production de la
BoNT/A8 ainsi que sa dose |étale. Ces données sont en effet
importantes pour apprécier le risque sanitaire d’'une BoNT.
L'analyse des protéines produites en association avec la
BoNT/A8 montre que ces derniéres seraient plus proches des
protéines du type F que du type A. Cette observation semble
indiquer de possibles échanges génétiques entre les souches
A et F qui semblent corroborés par le fait que le type H

La BoNT/A est impliquée dans le botulisme humain, elle est
la plus commune dans le monde. Cing sous-types (1 a 5)
étaient jusqu’a présent identifiés suite a I'analyse génétique
de souches de C.botulinum de type A (7). Récemment
3 nouveaux sous-types (A6 a A8) ont été décrits. L'étude
porte sur la caractérisation du sous-type A8 qui a été isolé en
Allemagne lors d’un cas de botulisme humain. Les résultats
montrent que la séquence primaire de la BONT/A8 est trés
proche de celles des sous-types Al, A5 et A6. Sur 16
anticorps reconnaissant la BONT/A1, 20 % ne réagissent pas
avec la BoNT/A8 malgré la forte homologie des deux sous-
types. L’activité biologique du sous-type A8 est par ailleurs
beaucoup plus faible que celle du sous-type Al. Cette
différence est due a la fois a une diminution de son activité
catalytique endopeptidasique* et a sa capacité moindre de
fixation sur les gangliosides* de la membrane cellulaire.
L’analyse des protéines codées par le bont cluster* de la
souche A8 semble indiquer que le géne codant la BONT/A8
est localisé dans un cluster de type F1 plutot que de type A.
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récemment isolé serait un hybride de toxines F et A (5). Ce
résultat montre la pertinence du suivi de I'évolution de la
biodiversité des BoNT et de la caractérisation les nouveaux
sous-types dont les impacts peuvent étre importants sur le
risque sanitaire ou sur les applications médicales (8). Les
critéres discutés dans cette publication devraient étre pris en
compte comme base lors de la description de tout nouveau
sous-type.

Variabilité in-vivo de I'apparition et de la
durée d’action des effets induits par les sous-

types de toxines botuliques Al a A5.

Pellett S, Tepp WH, Whitemarsh RCM, Bradshaw M, Johnson
EA. In-vivo onset and duration of action varies for botulinum
neurotoxin A subtypes 1-5. Toxicon.

Résumé

La BoNT/Al est la plus couramment utilisée pour les
applications médicales. Lutilisation d’autres variants de type
A, en fonction de leurs propriétés toxicologiques, pourrait
permettre d’optimiser ces applications. Les délais
d’apparition et la durée des symptomes provoqués par les
BoNT/A1 a /A5 ont été étudiés chez la souris en mesurant la
paralysie des membres et la coordination motrice aprés
injection de la toxine au niveau du muscle gastrocnémien*.
Les délais de latence les plus courts sont observés avec la
BONT/A2. Les sous-types Al et A5 présentent des temps de
latence équivalents. La durée d’action des BoNT/A1, /A2 et
/A5 apparait similaire. La BoNT/A3 agit deux fois moins
longtemps. Les effets paralysants des BoNT/A3 et A4
apparaissent plus tardivement. La BoNT/A4 est la moins
toxique.

Commentaire

Les données indiquent que les différents sous-types A ont
des effets différents chez I'animal. Les résultats montrent le
potentiel de la BONT/A2 pour des applications médicales. Ces
observations sont d’autant plus intéressantes que la
BoNT/A2 est naturellement produite sous la forme d’un
complexe sans  protéines  hémagglutinantes  (HA)
contrairement a la grande majorité des BoNT/A1 utilisées
dans les préparations pharmaceutiques (9). Les protéines HA
(en particulier HA33) sont fortement immunogeénes et leurs
injections répétées en association avec la BoNT/A1 peuvent
étre responsables de réactions allergiques. L’utilisation de la
BONT/A2 écarte ce risque. Enfin, les résultats rapportés et
extrapolés a I’évaluation du risque biologique indiquent que
les sous-types Al, A2 et A5 présentent le plus grand danger.
Ces résultats seraient a compléter en évaluant les mémes
caractéristiques chez les BONT/A6 - /A8 récemment identifiées.

Stratégies d’identification des toxines

botuliques par spectrométrie de masse.

Kalb SR, Baudy J, Wang D, Barr JR. Recommended mass-
spectrometry based strategies to identify botulinum
neurototoxin containing samples. Toxins 2015; 7:1765-1778

Résumé

Impact de la biodiversité des toxines botuliques sur leur fonctionnalité et leur identification

Didier HILAIRE

La mise en évidence de l'activité enzymatique de type
endopeptidasique des BoNT est une méthode
d’identification en plein développement car elle est
spécifique a chaque type de BoNT (10). Les travaux présentés
valident cette approche sur des échantillons alimentaires
préparés dans le cadre du programme EQuATox*. Une étape
d’'immunocapture sur billes est mise en place en amont de
I'analyse pour éviter I'action d’inhibiteurs ou d’interférents
sur l'activité enzymatique de la BoNT. Un peptide
synthétique est utilisé comme substrat pour chaque type de
BoNT. Les produits d’hydrolyse enzymatique de ces peptides
sont détectés par spectrométrie de masse (méthode dite
Endopep-MS*). Les différents types de toxines présents dans
les échantillons ont été identifiés correctement. Leur
quantification a été plus délicate car le standard retenu
n’était pas toujours adapté. Le sous-type de certaines
BoNT/A a pu étre déterminé par LC/MS/MS* en piége
ionique a partir de peptides spécifiques obtenus par
hydrolyse enzymatique. Le couplage de I'Endopep-MS et de
la LC/MS/MS a permis pour certains échantillons d’obtenir
une identification non ambigué.

Commentaire

La publication montre I'intérét de la méthode Endopep-MS
pour identifier les BoNT dans différentes matrices. Il est
néanmoins dommage que les auteurs n’indiquent pas si les
échantillons ont été contaminés avec de la BoNT sous sa
forme purifiée (neurotoxine seule) ou sous sa forme
naturelle (complexe) et renvoient a une autre étude
(publication en cours de rédaction) pour le mode de
préparation des échantillons. En effet, le complexe et la
BoNT purifiée peuvent ne pas présenter les mémes
caractéristiques ; la BoNT étant souvent plus facilement
identifiable sous sa forme purifiée que naturelle. Les auteurs
n’indiquent pas la LOD de leur méthode ; généralement la
LOD de I'Endopep-MS est d’un niveau équivalent a celle du
test de létalité chez la souris (11). Cette méthode présente
cependant l'inconvénient de ne pas pouvoir identifier le
sous-type de toxine présent dans I'’échantillon.
L'identification du sous-type de BoNT est une donnée
essentielle pour I'étude épidémiologique en cas de botulisme
naturel ou délibéré. Lidentification du sous-type peut
s’effectuer par biologie moléculaire si la souche productrice
ou son ADN sont présents dans I'échantillon. En leur
absence, la spectrométrie de masse (MS) est la technique
alternative qui permet l'identification d’un sous-type a partir
de ses peptides spécifiques. Les auteurs ont utilisé la
technique de LC/MS/MS en piége ionique qui détecte tous
les peptides générés par I'hydrolyse des protéines contenues
dans I"échantillon. D’autres techniques de MS auraient pu
étre appliquées. Concernant la quantification, les auteurs se
sont heurtés a la pertinence du choix du standard. En effet
chaque sous-type au sein d’un méme type peut présenter
des activités endopeptidasiques différentes (12), ce qui en
théorie nécessite un standard interne propre a chaque sous-
type. D’autre part, il serait nécessaire de vérifier que la
toxine utilisée comme standard et la toxine a quantifier se
comportent de la méme fagon lors de [I'étape
d’'immunocapture car I'affinité des sous-types au sein d’un
type donné n’est pas identique selon I'anticorps utilisé (13).
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Didier HILAIRE

CONCLUSION GENERALE

L’analyse génétique des souches de C.botulinum a
permis de mettre en évidence une quarantaine de
sous-types de BoNT qui au sein d’'un méme type
peuvent présenter des caractéristiques différentes
pouvant influencer leur risque sanitaire et leur intérét
pour des applications médicales. Les deux premiéres
publications apportent des données sur |la
connaissance de la fonctionnalité des sous-types A.
Les BoNT/Al, /A2 et /A5 apparaissent les plus
toxiques, BoNT/A4 présente le moins de risque. La
BoNT/A8 serait beaucoup moins active que les
BoNT/Al et /A5 malgré une forte homologie de
séquence. La BoNT/A2 apparait comme une
alternative a la BoNT/Al pour les applications
médicales. Il serait nécessaire de compléter ces
résultats en caractérisant les sous-types A6 et A7. Les
techniques immunologiques usuelles ne permettent
pas d’identifier les différents sous-types. La troisieme
publication propose donc une stratégie
d’identification en deux étapes. La premiére étape
consiste a identifier le type a partir de l'activité
endopeptidasique (méthode Endopep-MS). La seconde
étape identifie le sous-type par LC/MS/MS. L’objectif,
a terme, serait d’identifier le type et le sous-type
toujours par spectrométrie de masse mais en une
seule étane.

GENERAL CONCLUSION

Over 40 BoNT subtypes have been identified through
gene sequence analysis. The subtypes within a BoNT
type could have different functional characteristics
that cause concern under the aspect of the risk
assessment or the medical applications. The first two
papers reported data on the functional
characterization of BoNT/A subtypes. The BoNT/Al,
/A2 and A5 seem the most potent and BoNT/A4 is the
less toxic. Despite a high homology, BoNT/A8
demonstrated a reduction in its biological activity as
compared to BONT/A1. BoNT/A2 can be an interesting
candidate for medical applications. These data should
be updated by the functional characterization of
BoNT/A6 and /A7. BoNT subtypes are
indistinguishable by current immunological technics
and the development of new methods is needed. The
purpose of the third paper is to propose a strategy to
identify the type and subtype by mass spectrometry in
two steps. The first one consists in identifying the type
by an in-vitro catalytic assay and product recognition
by MS (Endopep-MS). The second one identifies the
subtype through amino-acid sequencing by
LC/MS/MS. The challenge remains to identify type and
subtype in a single step.

Agents biologiques

Lexique

Activité endopeptidasique et Endopep-MS: Les chaines
légeres des différents types de toxine botulique sont des
enzymes métallopeptidases spécifiques, selon le type,
d’une des  trois protéines du complexe SNARE qui est
impliqué dans la libération de I'acétylcholine. Certains types
clivent la méme protéine mais avec des sites de clivage
différents. L’activité métallopeptidasique des BoNT peut étre
déterminée in-vitro (méthode Endopep). Lorsque le produit
de la réaction est détecté par spectrométrie de masse on
parle de méthode Endopep-MS.

Botulisme : Maladie provoquée par une toxine préformée
(botulisme alimentaire) ou par toxi—infection (botulisme
intestinal principalement infantile et botulisme par blessure).
En France, les cas rapportés sont principalement d’origine
alimentaire, aux Etats-Unis ils sont majoritairement
intestinaux d’origine infantile. Le botulisme conduit a une
paralysie flasque due a une inhibition de la libération de
I'acétylcholine qui est un  médiateur de l'influx nerveux.
Dans les cas les plus graves, la paralysie des muscles
respiratoires conduit a la mort.

EQuATox : Programme européen (2013-2014) pour la mise
en place de méthodes de détection de toxines duales
(http://equatox.net)

Gangliosides : Glycolipides, c’est a dire des lipides contenant
un ou plusieurs glucides.

Bont cluster: Ensemble des genes porté par le locus
botulique et codant la neurotoxine botulique et les protéines
associées.

Gastrocnémien : Muscle de la patte de la souris, du mollet
chez 'Homme

LC/MS/MS : Chromatographie liquide associée a |la
spectrométrie de masse.

LOD : Limite de détection
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Autres publications identifiées

Morineaux V, Mazuet C, Hilaire D, Enche J, Popoff MR.
Characterization of botulinum neurotoxin type A subtypes by
enrichment and liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Anal Bioanal Chem. 2015; 407(19) :5559-5570
Cette publication décrit I'utilisation  d’'une méthode de
LC/MS en mode MRM (multiple mode monitoring) qui a été
développé pour permettre I'identification simultanée du
type et du sous-type de toxine. La spécificité de cette
méthode est qu’elle cible uniquement les peptides distinctifs
de chaque sous-type. La faisabilité de la méthode a été
démontrée sur les toxines botuliques de type A.

Savage AC, Buckley N, Halliwell J, Gwenin C. Botulinum
neurotoxin serotypes detected by electromical impendance
spectroscopy. Toxins. 2015;7:1544-1555

Cette publication décrit une approche d’identification du type
des toxines botuliques par la mise en évidence de leur activité
endopeptidasique mais en utilisant une autre approche que
la spectrométrie de masse pour détecter le produit
d’hydrolyse enzymatique. Cette détection est effectuée a
I'aide d’un bio-senseur d’impédance électrochimique.
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Antibiorésistance : de I'animal
a 'lhomme

LU NelYAle{SY | anne.oppliger@hospvd.ch

Institut universitaire romand de santé au travail, Université de Lausanne — Epalinges - Lausanne - Suisse

Mots clés : antibiorésistance, béta-lactamase a spectre étendu (BLSE), élevage, Staphylococuus aureus résistant a la
méthicilline (SARM)

Depuis quelques années, les études se basant sur le concept « Une Seule Santé (One Health) » sont vivement encouragées
par les principaux acteurs de santé publique (OMS, CDC, OIE). Cette approche cohérente et globale de la santé part du
principe que la santé humaine est étroitement liée a la santé animale ainsi qu’a I'environnement. Dés lors, les études
pluridisciplinaires (écologues, médecins, vétérinaire, agronomes, modélisateurs....) sont privilégiées pour lutter contre les
menaces de santé publique. Une des grandes menaces actuelles est I"apparition et la propagation de bactéries résistantes
aux antibiotiques. Certaines de ces résistances sont développées et/ou existent au sein de la plupart des cheptels a travers le
monde et peuvent se propager dans I’environnement direct des élevages d’animaux et susceptibles de coloniser les humains.
Si ces résistances apparaissent chez ’homme, dans des bactéries pathogénes, les traitements antibiotiques a disposition
deviennent de plus en plus limités. De plus, des colts liés a une surveillance accrue, a une augmentation des durées de
traitement et a un dépistage systématique sont engendrés. Les articles de cette note s’intégrent dans cette perspective
« Une Seule Santé ». Le premier article (von Salviati et al.2015) s’est intéressé a suivre la présence d’Escherichia coli
produisant des B-Lactamases a spectre étendu (BLSE) dans les élevages porcins et leur dissémination a I'extérieur. Dans le
second article (Lekkerkerk et al.2015), les auteurs ont déterminé l'origine de Staphylocoque aureus résistants a la
méthicilline (SARM) associés aux animaux de rente et retrouvés chez des personnes sans contacts avec des animaux. Le
troisieme article (Hojgard et al.) a estimé les colts-bénéfices d’'un programme destiné a prévenir 'introduction de certaines

souches de SARM dans les élevages en Suede.

Emission d’Escherichia coli producteurs
de BLSE/AmpC dans I’environnement direct

des unités d’engraissement de porcs

Von Salviati C, Laube H, Guerra B, Roesler U, Friese A. Emission
of ESBL/AmpC-producing Escherichia coli from pig fattening
farms to surrounding areas Vet Microbiol 2015;175:77-84.

Résumé

Afin d’estimer la dissémination de bactéries résistantes dans
I'environnement direct des unités d’engraissement de porcs,
sept exploitations ol des E. coli producteurs de BSLE/AmpC*
avaient été retrouvés auparavant dans les matiéres fécales
des animaux ont été investiguées. Cette étude, menée en
Allemagne, a recherché les E. coli produisant des BLSE/AmpC
dans divers substrats a l'intérieur (entre autres : féces des
porcs, poussiére sédimentée, lisier et air) et a I'extérieur
des fermes (entre autre : sol de parcelles fertilisées ou non
avec le lisier et air ambiant). De plus des lots de cing
mouches ont été échantillonnés dans six fermes, ainsi qu’un
mélange de crottes de souris dans une des fermes. Trois
campagnes de préléevements par ferme ont été menées au
sein d’'un méme lot de porcs. Concernant les prélevements a
'extérieur des fermes, ils consistaient principalement en
deux prélévements d’air (a 100 m de I'exploitation contre le
vent dominant et 50 m sous le vent dominant) ainsi qu’une

série de prélevements de poussiére déposée sur le sol (dont
herbe, revétement de route et terre) collectée par le biais de
« pédichiffonnettes » . Du lisier a aussi été analysé. La
relation génétique entre les souches trouvées a I'intérieur et
a l'extérieur des exploitations a été estimée a laide
d’analyses de leur ADN. Les résultats montrent que des E.
coli producteurs de BLSE/AmpC sont présents dans le lisier
de six des sept fermes, dans les féces des animaux de cing
fermes, dans l'air intérieur de quatre fermes, dans Iair
extérieur d’une ferme et sur les sols autour de six fermes.
Curieusement, une des fermes négatives pour les féces des
porcs était celle ol I'on retrouvait le plus fréquemment des
bactéries résistantes sur les sols autour de la ferme. Par
ailleurs, I'air intérieur des deux fermes négatives pour les
féces contenait des E. coli résistants. La moitié des
prélevements de mouches et 1/3 des prélévements de feces
de souris (trouvés dans une seule ferme et échantillonnés a
trois points de temps distincts) ont aussi été positifs pour les
E. coli producteurs de BLSE/AmpC. Aucun prélévement de
poussiére ne s’est révélé positif. Le haut degré d’homologie
génétique entre les souches trouvées a lintérieur et a
I’'extérieur des fermes indique que la contamination provient
des exploitations. Dans un seul cas, les bactéries retrouvées
dans I'air extérieur ne semblaient pas provenir de I'intérieur.
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Commentaire

Méme si les résultats varient d’un préléevement a l'autre,
cette étude suggere que [l'utilisation du lisier de porcs
comme fertilisant de sol participe activement a la dispersion
de bactéries résistantes dans I'environnement extérieur.
D’autres voies de dispersion sont mises en évidence, en
particulier la transmission par voie aérienne (de l'intérieur
des élevages vers |'extérieur). Les mouches trés présentes
dans les élevages, en été, pourraient aussi servir de vecteur
pour la dissémination des résistances bactériennes. Ces
résultats mériteraient d’étre confortés par un plan
d’échantillonnage de plus grande envergure.

Quelle est I'origine des isolats du complexe
clonal 398 de Staphylococcus aureus résistant
a la méthicilline associés au bétail et isolés
chez des humains sans contact avec

du bétail ? Une analyse épidémiologique

et génétique

Lekkerkerk WSN, van Wamel WIJB, Snijders SV, Willems RJ, van
Duijkeren E, Broens EM, Wagenaar JA, Lindsay JA, Vos MC .
What is the origin of livestock-associated methicillin-resistant
Staphylococcus aureus clonal complex 398 isolates from humans

without livestock contact? An epidemiological and genetic
analysis. J. Clin Microbiol 2015;53 (6):1836-41.

Résumé

En Hollande et au Danemark, 15 % des humains porteurs
sains de SARM CC398* ne présentent pas de facteurs de
risques avérés associés a la colonisation par ces souches
majoritairement associées aux animaux. Des facteurs de
risques connus incluent le travail avec des animaux tels que
porc, bovin et volaille ou I'habitat / les séjours en ferme
élevant ces animaux. Cette étude hollandaise a pour but de
découvrir I'origine de ces SARM. Les auteurs se fondent sur
I’"hypothese, qu’a I'origine, les SASM* de souche CC398 ont
probablement été transmis de I’homme a lI'animal chez
lesquels ils se sont adaptés en perdant certains génes et en
en acquérant d’autres, dont celui de la résistance a la
tétracycline et a la méthicilline se transformant ainsi en
SARM CC398. Ensuite, ces SARM ont pu recoloniser les
humains en contact avec les animaux porteurs sains. Pour
retrouver I'origine de six souches de SARM colonisant des
personnes sans facteurs de risques reconnus, des analyses
génétiques ont été faites et comparées a 80 souches
provenant d’animaux (porcs, veaux, chevaux et poulets), a 27
souches de personnes travaillant avec les animaux,
et a 5 SASM (CC398 d’origine humaine. Les résultats
montrent que ces souches trouvées chez des personnes sans
facteurs de risques connus, sont plus similaires aux souches
associées aux animaux qu’aux souches associées a I’homme.
Ceci suggere qu’elles sont d’origine animale et qu’une
transmission indirecte via I’environnement (air ou eau) ou
par contact d’homme a homme est possible pour ces SARM
CC 398.

Antibiorésistance : de I'animal a 'homme
Anne OPPLIGER

Commentaire

Cette étude, qui se fonde sur des analyses moléculaires,
indique que les souches de SARM qui colonisent des humains
n’ayant pas de contact direct avec des animaux de ferme ou
ne vivant pas dans une ferme sont trés similaires aux
souches associées aux animaux de rente. Ainsi il est fort
probable que la population a risque n’est plus limitée aux
personnes travaillant avec les animaux ou vivant dans une
exploitation agricole (1), mais que la transmission peut se
faire indirectement. Bien que la voie exacte de transmission
ne soit pas connue, les auteurs suggérent que la transmission
par voie aérienne, ou par I'intermédiaire d’eau contaminée,
ou encore d’homme a homme serait possible.

On peut toutefois regretter que I'étude ne compare que six
souches inconnues a 80 souches animales, et vingt-sept
souches trouvées dans un contexte de transmission animal-
homme et seulement six souches humaines.

Prévenir I'introduction des SARM associés
au bétail dans un cheptel porcin - colits,
bénéfices et lacunes de connaissances selon

une estimation de la Suéde

Hojgard S, Aspevall O, Bengtsson B, Haeggman S, Lindberg M,
Mieziewska K, Nilsson S, Ericsson Unnerstad H, Viske D,
Wahlstrém H. Preventing introduction of livestock associated
MRSA in a pig population- benefits, costs, and knowledge gaps
from the Swedish perspective. PloS One 2015;10 (4):1-22.

Résumé

Contrairement a de nombreux pays européens, la Suede a
une prévalence tres faible de SARM CC398 dans ses élevages
de porcs. Pour éviter lintroduction de cette souche
résistante chez les porcs reproducteurs du pays, I'Institut
vétérinaire national a émis des recommandations. Celles-ci
préconisent que les porcs importés subissent une
guarantaine et que la semence fraiche importée soit
controlée et détruite si elle contient des SARM. Si ces
mesures de prévention s’avéraient étre efficaces, le risque
de colonisation des éleveurs ou autres personnes en contact
avec les porcs serait plus faible que si cette souche était
introduite dans le cheptel porcin suédois. Dés lors, afin de
savoir si ces mesures s’aveérent rentables, il est nécessaire
d’estimer les codts liés au dépistage et/ou a une surveillance
médicale accrue des personnes colonisées, lors de séjour
dans des établissements de soins. C’est ce qui a été fait dans
cette étude. L'estimation part du principe que les mesures
de prévention seraient efficaces a 100% et que la population
a risque est de 6000 personnes (en contact professionnel
avec des porcs). Les co(ts directs et indirects de destruction
de semences contaminées et tous les colts directs et
indirects liés au dépistage/traitement/surveillance des
personnes a risque lors d’une éventuelle hospitalisation sont
pris en compte. Les résultats de cette estimation suggérent
que le bénéfice net lié a ce programme de prévention serait
de 0.65 a 1.0 M€.
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Commentaire

Cette étude montre que le fait d’avoir des SARM dans les
élevages de porcs a un colt sociétal important. Méme si
I'étude ne peut pas prendre en compte certains co(ts liés a
une augmentation potentielle de la virulence/pathogénicité
de ces souches, elle tient compte de tous les autres colts
(directs et indirects) du programme de prévention et estime
de maniére trés précise et rigoureuse les bénéfices qui
seraient réalisés par la mise en place du programme.
Cependant, toute I'analyse se base sur I'hypothése que la
souche SARM CC398 ne peut entrer en Suede que par le biais
d’importation de porcs contaminés. La possibilité d’une
émergence de cette souche en raison d’'une pression de
sélection par des traitements antibiotiques ou en raison de
mutations de SASM ou encore par le biais d’autres animaux
n’est pas du tout prise en compte. Néanmoins, ces analyses
financieres des programmes de prévention en santé
publique devraient étre faites systématiquement. Ainsi, les
pouvoirs/instances publiques seraient plus enclins a investir
des fonds dans des programmes visant a faire beaucoup
d’économies.

CONCLUSION GENERALE

Chacune de ces trois études aborde une facette
différente de la problématique de la transmission de
I’antibiorésistance de I'animal a ’homme. La premiére
étude montre comment les bactéries résistantes
présentes dans les élevages d’engraissements de porcs
peuvent se propager dans I’environnement extérieur a
'aide de différents vecteurs. La deuxieme étude
montre en «tragant les bactéries » qu’il n’est pas
nécessaire de vivre dans I'environnement immédiat
d’un élevage pour étre colonisé par des bactéries
résistantes d’origine animale, mais que la transmission
peut se faire indirectement éventuellement par voie
aérienne ou d’homme a homme. Finalement, la
derniére étude s’est penchée sur le colt sociétal de la
présence de bactéries résistantes dans les élevages
d’animaux. Il a été estimé que la mise en place d’'un
programme pour prévenir l'introduction de souches
résistantes dans la population porcine en Suéede serait
tres rentable en regard des colts estimés en présence
de ces souches.

En conclusion, ces études montrent que Ila
problématique de I'acquisition de certains génes de
résistance chez ’homme peut étre étroitement liée
aux animaux de rente et a la contamination probable
de I’environnement. Il est donc trés important lors de
I’évaluation des risques sanitaires potentiels de tenir
compte de tous les paramétres en jeux (animaux,
environnement et homme) selon le concept « Une
Seule Santé ».

Agents biologiques

GENERAL CONCLUSION

The three studies present different approaches to
address the problem of transmission of resistant
bacteria or resistance genes from animals to humans.
The first study shows that the resistant bacteria from
livestock can be dispersed and transmitted between
pig fattening farms and their surroundings by airborne
routes or via different media. The second study
indicates human-animal contacts are not necessary to
acquire livestock associated MRSA (LA-MRSA),
suggesting that indirect transmission can occur
(airborne  route or direct human-to-human
transmission). Finally, the last study suggests that
having LA-MRSA in the pig population causes
significant societal costs.

To conclude, these studies show that the problem
of the acquisition of resistant bacteria or genes
of resistance in humans can be closely linked to the
farm’s animals and to the contaminated surrounding
environment. Therefore, the public health risk need to
be evaluated by taking into account all reservoirs
(animals, environment and humans) according to the "
One Health " concept.

Lexique

BLSE/AmpC : Les BLSE/ AmpC (béta-lactamase a spectre
étendu /AmpC béta-lactamase ) sont des enzymes qui
inactivent les antibiotiques tels que la pénicilline et les
céphalosporines. Ces enzymes bactériennes peuvent se
retrouver dans différentes genres et souches bactériennes
pathogénes ou non-pathogénes, telles que E. coli
Salmonella, Klebsiella et autres Enterobacteriaceae.

SARM CC398: Les SARM CC398 (Staphylococcus aureus
Résistant a la Méthicilline, Clonal Complexe 398) sont un
clone de S. aureus associé principalement aux porcs, mais
aussi retrouvé fréquemment chez les bovins, les chevaux et
les poulets. Il s’agit d’un clone différent de celui responsable
de maladies nosocomiales retrouvé dans les hépitaux en
France.

SASM : Les SASM (Staphylococcus aureus Sensible a la
Méthicilline) sont des S. aureus non résistants, ils colonisent
la peau, les cavités nasales et la gorge d’environ 30-40% de la
population générale.

Revues de la littérature

Weidong L, Zhichang L, Zhenjiang Y et al. The prevalence
and influencing factors of methicillin-resistanr
Staphylococcus aureus carriage in people in contact with
livestock : A sytematic review. Am Infect Cont.2015 ; 43 :469-
475.
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Autres publications identifiées

Jonges M, van Leuken J, Wouters |, et al. Wind-mediated
spread of low-pathogenic avian influenza virus into the
environnement during outbreaks at commercial poultry
farms. PLOS one 2015; may 6 : 1-15

Cet article montre que des virus aviaires présents dans les
élevages intensifs peuvent se propager par voie aéroportée a
I'extérieur des exploitations. Les concentrations sont
généralement trés faibles. Les données collectées peuvent
servir a modéliser les risques lors d’épisodes de pandémies.
Legrand J, Temime C, Lawrence JL, et al. Occupational
determinantsdeterminants of Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus colonization among healthcare
workers : a longitudinal study in a rehabilitation center. Inf.
Cont Hos Epidem 2015 ; 36 (7) :767-776.

Cet article en lien avec le portage de SARM chez le personnel
de soin n’est pas en lien direct avec la problématique de cette
note mais souligne le probléme économique de transmission
de ces souches nosocomiales de patients a patients et de
soignants a patients.

Straumfors A, Kulvik Heldal K, Wouters IM, et al. Work tasks
as determinants of grain dust and microbial exposure in the
Norwegian grain and compound feed industry. Ann Occup
Hyg 2015; 59 (6) : 724-736.

Article concernant les déterminants de [’exposition a la
poussiére de céréales dans les moulins et dans les industries
alimentaires mais sans lien avec le sujet de la note.
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Evaluation de la toxicité de NPs
d’oxydes métalliques par un modele

de culture cellulaire 3D et une approche
de toxicogénomique

Période : avril 2015 a ao(t 2015

FELI RN X [H | isabelle.passagne@u-bordeaux.fr

Université de Bordeaux - Inserm 1034, Laboratoire de toxicologie - Bordeaux - France

Mots clés : nanoparticules, toxicité, méthodologie, modéle cellulaire 3D, toxicogénomie

Les nanoparticules (NPs) d’oxydes de métal se retrouvent dans de nombreux produits de consommation courante, comme
les peintures, les emballages ou I'alimentation. Leur utilisation croissante suscite des interrogations en termes d’impact sur la
santé. La méthodologie standard pour évaluer leur sécurité d’emploi est basée sur I'utilisation de modeéles animaux.
Cependant, leur co(t et leur lourdeur ainsi que la Regle des 3R* (réduire, raffiner, remplacer) justifient le développement
d’approches in vitro. Les modeles de culture cellulaire 2D présentent des inconvénients car elles induisent des modifications
du fonctionnement cellulaire et un déficit d’interactions intercellulaires, ce qui conduit a une réponse différente de celle
obtenue dans I’environnement physiologique, plus complexe. Le développement de modeles qui miment les conditions
physiologiques et pouvant étre applicables a un screening haut débit, s’avere d’une grande utilité. Ainsi, I'article 1 présente
une étude sur un modeéle cellulaire 3D de type sphéroide. L'article 2 présente une approche a haut débit de
toxicogénomique* comme un outil prometteur pour évaluer le potentiel toxique et étudier le mécanisme d’action des
nanoparticules (NPs).

Culture cellulaire de type sphéroides pour compacts) ont conduit a des résultats similaires. Concernant

P . . ea 2 " les TiO,-NP, icité n’a été révélé | 2D
I’évaluation de la toxicité des nanoparticules es TIOrNP, aucune toxicité n'a été révelee en culture

. . contrairement au modele 3D, notamment avec les cellules
Sambale F, Lavrentieva A, Stahl F, Blume C, Stiesch M, Kasper C, A549 et bien que I'effet toxique observé soit faible. L'article
Bahnemann D, Scheper T. Three dimensional spheroid cell

d . , montre que l'interaction cellule-cellule est affectée, quel que
culture for nanoparticle safety testing. J Biotechnol 2015 ; K X ' . .,
soit le type cellulaire, lorsque les TiO,-NP sont ajoutés avant
205:120-9. . L .
la formation de sphéroides. Il y a alors formation de
plusieurs petits sphéroides au lieu d’un seul. Enfin, une
corrélation entre le diamétre des sphéroides et la
concentration en NPs est observée.

Résumé

Cette étude est ciblée sur I'évaluation de la toxicité de NPs
d'oxyde de zinc (ZnO-NP) et de dioxyde de titane (TiO,-NP)
par un modéle tridimensionnel (3D) de sphéroides* de Commentaire
cellules pulmonaires A549 ou de fibroblastes NIH-3T3. Dans
un premier schéma d’exposition similaire a celui du modéle
2D, les cellules sont placées dans du milieu de culture afin de
former des sphéroides avant d’étre incubées avec les NPs.
Dans le second schéma, les cellules sont ensemencées
directement en présence des NPs avant méme la formation
de sphéroides. La viabilité cellulaire est évaluée ensuite par
deux tests: Celltiter-blue® cellular viability assay* et
CellTiter-Glo® ATP assay*.

Une diminution de la viabilité cellulaire a été observée avec
les ZnO-NP révélant leur toxicité. Le modele 3D avec les
cellules A549 s’est avéré plus sensible et ceci notamment
quand les NPs étaient rajoutées en amont de la formation de
sphéroides. Dans ces conditions d’exposition, les cellules
A549 en culture cellulaire 3D formeraient des agrégats
laches ce qui peut expliquer la plus grande toxicité observée.
Sur les cellules NIH-3T3, les modéles 2D et 3D (agrégats

Le choix des NPs testées est judicieux parce que leurs effets
toxiques sur les A549 et NIH-3T3 ont été largement décrits
dans la littérature, permettant ainsi une meilleure
interprétation des résultats. Néanmoins, la partie
caractérisation des NPs, en particulier pour TiO>-NP reste
faible dans cette étude, ce qui réduit la possibilité de
comparaison avec d’autres études. Les deux tests de viabilité
cellulaire utilisés sont bien transposables au modele 3D.
Néanmoins, cette étude montre la complexité d’utilisation
de ce modeéle. En effet, la densité des sphéroides peut jouer
un role important dans la variabilité des résultats obtenus,
comme montré par d’autres auteurs (1). De méme, le temps
de formation des sphéroides avant exposition aux NPs
influence la réponse des cellules. Il aurait été important de
mieux caractériser les cellules des modeles 3D, afin de
s’assurer de I'absence de sélection de cellules résistantes.
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Evaluation de la toxicité de NPs d’oxydes métalliques

par un modele de culture cellulaire 3D et une approche de toxicogénomique

Isabelle PASSAGNE

Dans une étude précédente, I'exposition de cellules a des
NPs de ZnO a mis en évidence que différents mécanismes de
mort cellulaire interviendraient selon les modéles 2D et 3D
utilisés (1). Dans I'étude analysée, le modéle 3D a montré un
effet des TiO,-NP, effet qui reste non toxique, mais ne
permet pas de tirer des conclusions quant a la fiabilité des
résultats obtenus avec le modéle 3D, I'étude étant réalisée
sur deux types cellulaires uniquement.

Néanmoins, le modele 3D reste un outil intéressant car la
taille des sphéroides pourrait étre utilisée comme un outil
pour mesurer les effets cytotoxiques, comme avec le test
clonogénique* (2). La taille de la colonie cellulaire permet la
distinction entre les effets sur la viabilité cellulaire et la
prolifération cellulaire. Le modele 3D offre également la
possibilité d’'une évaluation in vitro de toxicité a long terme
et les données obtenues semblent bien corrélées avec celles
des tests sur les animaux (1,3).

Evaluation quantitative a haut débit des effets
des nanoparticules de silice a faible dose sur

des cellules pulmonaires

Pisani C, Gaillard JC, Nouvel V, Odorico M, Armengaud J, Prat O.
High-throughput, quantitative assessment of the effects of low-
dose silica nanoparticles on lung cells: grasping complex toxicity
with a great depth of field. BMC Genomics 2015;16:315.

Résumé

Les auteurs ont choisi d’étudier les effets toxiques induits par
des NPs de silice (oxyde de silicium) sur des cellules
pulmonaires A549, par une approche de toxicogénomique.
Une analyse transcriptomique* par puces a ADN* a été
réalisée pour différentes concentrations de NPs afin de
déterminer la NOTEL («plus forte dose sans effet observé sur
le transcriptome®»). La protéomique* est proposée comme
approche complémentaire avec analyse du sécrétome*
(protéines sécrétées par la cellule) par HPLC* couplée a la
spectrométrie de masse*. Ceci permet d’identifier des
biomarqueurs spécifiques du changement d’état moléculaire
aprés exposition aux NPs. En effet, les protéines présentes
dans le sécrétome contrélent un grand nombre de processus
biologiques.

Concernant la transcriptomique, une réponse dose-
dépendante a été mise en évidence avec des modifications
significatives de I'expression de geénes dans les cellules
exposées. La NOTEL est de 1,0 pg NPs/cm? de tapis cellulaire.
La LOTEL («plus faible dose présentant un effet
transcriptionnel nocif observé») est de 1,5 pug/cm? avec 255
transcrits induits. Une corrélation a bien été établie entre le
nombre de génes modulés et le pourcentage de mort
cellulaire observée. Des modifications sont observées au
niveau de génes de la coagulation, de l'activation de la
prothrombine', de la réponse antioxydante ou de la
signalisation métabolique des xénobiotiques. A la dose de
1,5 pg/cm?, les génes modulés sont impliqués dans les
processus d’exocytose* et d’endocytose* cellulaire (cascade
de signalisation Rho, remodelage de I'actine, endocytose). En
complément, I'analyse protéomique a mis en évidence les
protéines correspondantes des transcrits dans le
compartiment extracellulaire, avec augmentation des
protéines de la signalisation métabolique des xénobiotiques

Agents physiques

et d’enzymes de détoxification (Glutathion S-transférase,
thiorédoxine réductase ...). Des protéines ayant un réle dans
le métabolisme énergétique sont également surexprimées,
comme celles de la glycolyse (phosphoglycérate kinase 1,
glucose-6-phosphate isomérase, pyruvate kinase ...).

Commentaire

La toxicité étant fortement influencée par les paramétres
physicochimiques des NPs testées, cet article souffre d’un
manque de caractérisation des NPs. Seuls la taille et I'état
d’agglomération dans le milieu ont été étudiés. Par contre,
un soin particulier a été apporté dans cette étude au choix
des conditions  d’exposition  (temps, gamme de
concentrations). Ces conditions ont été fixées apres
réalisation de différents tests de viabilité et d’impédance
cellulaire, et correspondent a des concentrations induisant
moins de 10% de mort cellulaire. Les auteurs ont mis en
évidence que I'exposition aux NPs de silice conduit bien a
une réponse cellulaire dose-dépendante (pénétration des
NPs a faible dose, inflammation et stress oxydant a plus forte
dose). La combinaison de deux technologies a haut débit a
permis d’évaluer quantitativement les effets cellulaires et
moléculaires induits. La transcriptomique permet d’observer
des effets a de plus faibles doses comparativement aux tests
de viabilité cellulaire, suggérant une grande sensibilité de la
méthode. Le choix des temps d’analyse est un parameétre
important. En effet, les temps précoces pourraient étre plus
informatifs des interactions des NPs-cellules que les temps a
24h et 48h, pour lesquels une réponse adaptative de la
cellule ne peut étre exclue. Les deux techniques utilisées
ouvrent des pistes intéressantes en termes de mécanisme
d’action, comme celle de la coagulation ou du métabolisme
énergétique. Des modifications du taux plasmatiques de
facteur de von Willebrand*, du fibrinogéne* et des
plaguettes circulantes sont observées dans une autre étude
(4). Des modifications métaboliques confirment celles
observées chez la souris (variation de I'a-glycerophosphate,
o_-ketoglutarate...)(5). Devant la multitude d’informations, il
reste cependant difficile d’isoler des biomarqueurs
spécifiques de toxicité comme annoncé.
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CONCLUSION GENERALE

Les nanotechnologies sont un domaine scientifique en
plein essor du fait des nombreuses applications
innovantes que laissent entrevoir les nanomatériaux.
Désormais, ceux-ci ne sont plus uniquement confinés
dans les laboratoires de recherche mais sont intégrés
dans de nombreux produits de la vie courante. Les
connaissances passées, obtenues sur les effets des
particules ultrafines issues de la pollution
atmosphérique, font craindre des incidences sur la
santé avec les NPs manufacturées. Certains
nanomatériaux ont d’ailleurs été référencés (TiO2,
Si02), comme étant prioritaires pour I’évaluation de la
toxicité par le « National Institute of Environmental
Health Sciences » (NIEHS) américain et I’Organisation
pour la coopération économique et le développement
(OECD). Du fait des propriétés physico-chimiques
particulieres des NPs, se pose la question de la fiabilité
des tests de toxicité classiquement utilisés. Des
interférences ont déja été observées avec certains
réactifs. Dans I’axe « nanomatériaux » du plan PNSE 3
(Plan National Santé Environnement), il a notamment
été défini comme priorité d’action « une recherche
axée sur les méthodologies dont la métrologie et la
tracabilité ainsi que leurs mécanismes d’actions ». En
Nanotoxicologie, un des enjeux est actuellement de
disposer de modeles in vitro permettant un dépistage
fiable de la toxicité. En effet, les modeles in vitro
standard ne sont pas représentatifs de la réalité. Pour
exemple, les cellules de foie perdent certaines
fonctions spécifiques et ne permettent pas d’étude
métabolique. Or, I'étude en toxicogénomique montre
bien que des modifications énergétiques sont une
piste mécanistique. Les modeles de culture 3D
pourraient donc combler le fossé entre les modeéles in
vitro et in vivo mais la validation d’un tel modéle reste
complexe. Ces nouvelles méthodologies pourraient
permettre un screening rapide et la validation
d’indicateurs précoces d’effets afin d’aller vers une
toxicologie plus prédictive.

Evaluation de la toxicité de NPs d’oxydes métalliques

par un modele de culture cellulaire 3D et une approche de toxicogénomique

Isabelle PASSAGNE

GENERAL CONCLUSION

Nanotechnology is an important scientific field
because of multiple innovative applications of
nanomaterials. Now, nanomaterials are not only
confined to research laboratories but are integrated in
many consumer products. Past knowledge obtained on
the effects of ultrafine particles from atmospheric
pollution, suggest health impacts with NPs
manufactured. Some nanomaterials have also been
referenced (TiO2, SiO2) as priorities for safety
evaluation by the National Institute of Environmental
Health Sciences (NIEHS) and the Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD). The
availability of in vitro models for reliable detection of
toxicity is an issue in Nanotoxicology. Indeed, in vitro
standard models are not representative of reality. For
example, liver cells lose specific functions and do not
allow a metabolic study. However, the Toxicogenomic
study shows that energy changes are mechanistic
track. 3D culture models could therefore bridge the
gap between in vitro and in vivo models, but the
validation of such a model remains complex. These
new methodologies could allow rapid screening and
validation of early markers of effects in order to obtain
a more predictive toxicology.

Lexique

Celltiter-blue® cellular viability assay: Test de cytotoxicité
basé sur la capacité métabolique des cellules vivantes a
convertir un colorant (de la résazurine) en un produit
fluorescent (résorufine)

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay: Test de
cytotoxicité déterminant le nombre de cellules vivante sur la
base de la quantification de I'ATP qui signe Iactivité
métabolique de la cellule

Endocytose : Processus permettant la pénétration de
substances dans la cellule

Exocytose : Processus au cours duquel les substances
contenues dans le cytoplasme d'une cellule sont rejetées
vers |'extérieur

Facteur de von Willebrand: Protéine synthétisée
notamment par les cellules constituant I'intérieur de la paroi
des vaisseaux (endothélium vasculaire). Protéine nécessaire
a l'agrégation des plaquettes avec un réle dans hémostase
primaire.

Fibrinogéne : Protéine de la cascade de la coagulation. Cette
protéine donne de la fibrine, impliquée dans la formation de
caillot sanguin.

HPLC: Chromatographie en phase liquide a haute
performance, technique de séparation analytique de
molécules.

Protéomique : Etude de I'ensemble des protéines codées par
le génome qui peuvent exprimées par la cellule.
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Evaluation de la toxicité de NPs d’oxydes métalliques

par un modele de culture cellulaire 3D et une approche de toxicogénomique

Isabelle PASSAGNE

Puces a ADN : La technologie des puces a ADN (microrrays)
permet de mesurer la quantité des ADN complémentaires a
I'aide de sondes aprés hybridation.

Régle des 3R : Concept visant a réduire I'expérimentation
animale avec (Réduire) le nombre d'animaux, (Raffiner) la
méthodologie utilisée, (Remplacer) les modeles animaux
Sécrétome : Le sécrétome représente |'ensemble des
protéines sécrétées par une cellule.

Spectrométrie de masse : Technique permettant de détecter
et d’identifier des molécules par leur masse.

Prothrombine : facteur de coagulation de I’hémostase
normale.

Sphéroides: Modele en 3D qui reconstitue le
microenvironnement cellulaire, I’hétérogénéité cellulaire et
les interactions cellulaires.

Tests clonogéniques : Test mesurant la capacité de chaque
cellule a établir un nouveau clone de cellules aprés une
exposition a un xénobiotique. La mesure de la taille de la
colonie permet de discriminer un effet cytotoxique d’un effet
cytostatique.

Toxicogénomique : Etude de la réponse d'un génome exposé
a un xénobiotique technologies "omiques" telles que la
transcriptomique, la protéomique ou la métabolomique
Transcriptome : Le transcriptome représente I'ensemble des
ARN issus de la transcription du génome

Transcriptomique : Etude basée sur la quantification de
I'expression ARN messagers produits lors du processus de
transcription d'un génome. Plusieurs techniques peuvent
étre utilisées comme les puces a ADN ou la PCR quantitative.
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Autres publications identifiées

Liu R, Liu HH, Ji Z, et al. Evaluation of Toxicity Ranking for
Metal Oxide Nanoparticles via an in vitro Dosimetry Model.
ACS Nano 2015; 10.1021/acsnano.5b04420.

Etude de toxicité essayant de déterminer la dose réelle
délivrée et évaluant l'incidence de paramétres comme la
sédimentation sur la réponse cellulaire. Le Calcul de la dose
délivrée tient compte de la sédimentation. Dans le cas d’un
calcul simplifié de la sédimentation, une mauvaise
interprétation du classement de la toxicité est alors observée.
Ng AM, Guo MY, Leung YH, et al. Metal oxide nanoparticles
with low toxicity. J Photochem Photobiol B 2015;151:17-24
Etude de toxicité réalisée sur des bactéries et des cellules
algales. Une faible toxicité est observée avec SnO,, In,03, and
Al,Os. Les auteurs indiquent que la toxicité faible pourrait
étre attribuée a l'interaction limitée entre les nanoparticules
et les parois cellulaires des organismes testés.

Hanagata N, Morita H. Calcium ions rescue human lung
epithelial cells from the toxicity of zinc oxide nanoparticles. J
Toxicol Sci 2015;40(5):625-35.

Etude de toxicit¢é de NPs de ZNO tenant compte des
conditions de culture. Les NPs internalisés dans les cellules
ont un effet cytotoxique supérieur aux ions Zn libérés, en
ralentissant la prolifération cellulaire. La cytotoxicité dépend
fortement de la concentration d'ions calcium.

Petters C, Thiel K, Dringen R. Lysosomal iron liberation is
responsible for the vulnerability of brain microglial cells to
iron oxide nanoparticles: comparison with neurons and
astrocytes. Nanotoxicology 2015 ; 19:1-11.

Etude de toxicité réalisée sur des cellules microgliales, des
astrocytes et des neurones. Une plus grande toxicité est
observée sur les cellules gliales. La résistance relative des
astrocytes et des neurones contre la toxicité est une
conséquence d'une lente mobilisation des ions fer.
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Vers un traitement efficace
des nanodéchets

Période : avril 2015 a aolt 2015
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Université Paris Diderot - Sorbonne Paris Cité - Institut de physique du globe de Paris, UMR 7154, CNRS — Paris - France

Mots clés : AgNPs, AuNPs, bioréacteurs, décontamination, méduses, mucus, nanodéchets, nano-fullerénes, QDs, traitement
des eaux usées

En parallele du bénéfice escompté de I'essor des nanotechnologies, l'arrivée sur le marché de « nano-produits »
(http://nanotechproject.org/44) déclenche des inquiétudes sociétales et politiques, en raison de l'inévitable dispersion des
nanomatériaux dans le milieu naturel et donc de I'exposition directe ou indirecte de I'nomme. En effet, les nanomatériaux sont
incorporés a un nombre croissant de produits courants (par exemple peintures, cosmétiques, filtres UV dans les crémes solaires,
alimentation et engrais, agents contrastants en imagerie médicale, semi-conducteurs en électronique ..). En lien avec
I'augmentation de la production et de |'utilisation des nanoparticules (<100 nm, NPs) dans les prochaines années, différents modeles
prédisent la dissémination de NPs dans I'environnement aux étapes de production, transport ou élimination, ainsi que des flux
majeurs de nanoparticules en entrée des stations d'épuration des eaux usées (1-4).

Pour que la production, la manipulation et I'utilisation des nanomatériaux soient sécurisées pour chacun, les usines, laboratoires,
compagnies ou collectivités devraient systématiquement intégrer la dimension "décontamination" dans leurs activités. Or, malgré la
demande importante pour de tels procédés de traitement de la part des producteurs et utilisateurs de nanoparticules, peu de
techniques robustes ont été jusque-la développées (http://www.brgm.eu/projects/nanoparticles-depollution-processes-industrial-
effluent). Par ailleurs, alors que de nombreuses études se sont focalisées sur |'utilisation des nanoparticules de fer zéro-valent (nzZVI)
pour améliorer le traitement des boues d'épuration (voir note Agents physiques BVS n°23), seulement quelques groupes de
recherche étudient la biosorption et I'efficacité d'élimination des autres nanomatériaux dans les systémes de boues activées (4-6).
Dans ce contexte, les travaux de Patwa et al. présentés ici proposent une piste de solution innovante pour |'élimination des NPs
contenues dans des eaux contaminées : ces auteurs démontrent que les NPs d'or (AuNPs?) ainsi que des Quantum Dots (QDs*) sont
bio-accumulés par le mucus produit par différentes espéces de méduses, avec des rendements d'extraction atteignant 95%. Cette
étude des interactions entre biomolécules et NPs est une premiére étape encourageante vers un systéme efficace de
décontamination des eaux usées. Parallélement, Yang et al. mettent en évidence d’une part la capacité des bioréacteurs utilisés dans
les stations d'épuration a traiter sur le long terme les nano-fullerénes (nC60*) et nano-argent (AgNPs), mais aussi d’autre part |'effet
"d'impulsion" sur ces réacteurs, lors de l'introduction ponctuelle mais massive de ces NPs, qui diminue I'efficacité, voire stoppe les
bioréacteurs.

préalablement été collectées vivantes dans la baie de
Villefranche-sur-Mer (France) et conservées a 18°C au
Laboratoire. M. leidyi, P. noctiluca et A. aurita peuvent

Accumulation de nanoparticules dans
du "mucus de méduse" : une solution bio-

inspirée pour la décontamination des nano-

déchets

Patwa A, Thiéry A, Lombard F, Lilley MKS, Boisset C, Bramard
JF, Bottero JY, Barthélémy P. Accumulation of nanoparticles in
"jellyfish" mucus: a bio-inspired route to decontamination of
nano-waste Scientific Reports 2015;5: 11387.

Résumé

Dans ce travail, Patwa et al. évaluent le potentiel du mucus
sécrété par les méduses comme décontaminant des
nanoparticules (NPs) manufacturées contenues dans les eaux
usées. La bioaccumulation de nanoparticules d'or (AuNPs) et
de Quantum Dots (QDs) fluorescents dans du mucus issu de
trois especes de méduses (au sens large, soit : la méduse
Lune Aurelia aurita, la méduse Mauve Pelagia noctiluca et le
Cténophore pélagique Mnemiopsis leidyi) est étudiée par
mise en contact en laboratoire. Les trois especes ont

produire du mucus soit lors de leur mort, soit lors de leur
reproduction, leur digestion, ou encore lorsqu'elles sont
stressées. Les mucus sécrétés par ces espéces ont ensuite
été collectés manuellement a la pipette et mis en interaction
avec des QDs constituées de CdSe/ZnS et des AuNPs. Les QDs
utilisés étaient rendus dispersables dans I'eau par un
enrobage de phospholipides, tandis que des AuUNPs enrobées
de L-lysine* et des non-enrobées ont été testées. Les NPs
ont ensuite été localisées dans les tissus, le mucus ou le
surnageant grace aux propriétés de fluorescence sous
ultraviolets des QDs*, soit par mesure de I'absorbance des
solutions pour les AuNPs (pic a 500-550 nm en présence de
AuNPs).

Alors que les QDs sont principalement piégés par le mucus
sécrété lors de la mort des méduses (ici M. leidyi), les AUNPs
et en particulier les AuNPs enrobées de L-Lysine sont
efficacement retenues par les mucus sécrétés lors de la
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reproduction ou du stress des méduses. Les auteurs
caractérisent ensuite la nature chimique des molécules
contenues dans le mucus, a l'origine des propriétés
complexantes, par CPG* et MALDI-TOF*. Ces analyses
révelent la présence de protéines, lipides et carbohydrates
dans les mucus produits. En particulier, Patwa et al.
proposent que les glycoprotéines produites jouent un role
prépondérant dans la capture des tres petites particules
(diametre inférieur a 50nm), grace aux interactions
électrostatiques entre les NPs et les charges de surfaces, trés
nombreuses sur les glycoprotéines.

Commentaire

Cette étude de Patwa et al. fait la démonstration de la
capacité des mucus produits par trois espéces de méduses a
"piéger" des nanoparticules manufacturées. Il était déja
démontré que certaines espéces de méduses produisaient
des réseaux de mucus afin de piéger des particules pour se
nourrir (7,8). En proposant ici d'exploiter des processus
naturels pour des applications de traitement d'eaux usées
contaminées par des NPs, les auteurs réalisent une "preuve
de concept" particulierement innovante. En effet, il n'existe
actuellement pas de procédé de traitement d'effluents
aqueux par floculation/filtration permettant I'élimination, en
quantités significatives, des NPs manufacturées. L'utilisation
du mucus sécrété par les méduses pour piéger les NPs
manufacturées contenues dans les effluents urbains ou
industriels parait trés prometteuse en termes d'efficacité,
méme si nous sommes encore loin de la mise en ceuvre
réelle d'un tel procédé. En revanche, cette étude ouvre la
voie a d'autres, plus spécifiques, sur la compréhension des
interactions physico-chimiques entre NPs et biomolécules.
Les tests réalisés ici semblent démontrer que les
glycoprotéines et/ou glycans contenus dans le mucus sont a
I'origine de la capture des NPs, via des interactions
électrostatiques. Patwa et al. ont aussi mis en évidence, sans
en apporter l'explication, que les mucus produits lors du
stress, de la reproduction ou de la digestion des méduses ne
permettaient pas toujours de piéger les NPs de type QDs,
contrairement au mucus produit lors de la mort des
méduses. En vue d'une application concrete en traitement
des eaux, il serait nécessaire a présent de mieux comprendre
ces interactions, en particulier de déterminer I'efficacité i)
pour d'autres types de NPs dont les charges de surfaces
varient et ii) pour des matrices plus complexes que I'eau de
mer (c'est-a-dire de force ionique moindre mais plus riches,
par exemple, en matiére organique). De telles études
pourraient déboucher, a terme, sur la production de
molécules de synthese utilisables en traitement de I'eau.

Elimination simultanée de nanoargent et de
fulleréne dans des séquences de réacteurs

pour traitement biologique d'eaux usées

Yang Y, Wang Y, Hristovski K, Westerhoff P. Simultaneous
removal of nanosilver and fullerene in sequencing batch reactors
for biological wastewater treatment Chemosphere 2015;125:
115-121.

Agents physiques

Résumé

Yang et al. étudient ici I'efficacité de réacteurs biologiques
séquentiels (RBS*) pour éliminer les nano fullerénes (nC60)
et nanoargents (AgNPs) contenus dans des eaux usées, ainsi
que l'impact de ces NPs sur l'efficacité de ces réacteurs,
utilisés généralement pour I'élimination de la matiere
organique. Le (nC60) a été ajouté chaque jour pendant une
année, a des concentrations de 0,07-2 mg/L, tandis que les
AgNPs ont été ajoutées a 2 mg/L durant trois intervalles de
30 jours. L'effet des NPs sur I'efficacité des RBS pour traiter
la matiére organique a été évalué, par le suivi de la Demande
Chimique en Oxygene (DCO*) grandeur qui permet d’estimer
la charge polluante, ainsi que les teneurs en Carbone
Organique Dissous (COD*) et Carbone Organique Total
(COT). Leurs résultats démontrent que I'ajout continu de
(nC60) n'a quasiment aucun effet sur I'élimination biologique
de la matiére organique dans les RBS*. De plus, ces réacteurs
permettent dans ces conditions et sur de longues périodes,
d'éliminer 95% des (nC60) ajoutés dans les solutions traités.
Cependant, l'ajout sur une courte période de temps de
AgNPs dans l'influent des RBS ("effet d'impulsion"),
provoque l'interruption de ces derniers. Autrement dit, les
pics d’AgNPs en entrée des réacteurs s'accompagnent d'une
diminution des matiéres en suspension ainsi que des taux
d'élimination de la (DCO) et des (nC60), démontrant le
dysfonctionnement des bioréacteurs. Enfin, les auteurs
développent un modele linéaire de distribution des (nC60)
sur la biomasse a partir de réacteurs dits "en batch",
permettant |'obtention de I'équilibre thermodynamique. Les
coefficients de distribution ainsi déterminés permettent,
pour la premiére fois, de prédire efficacement I'efficacité de
traitement de (nC60) par les RBS.

Commentaire

L'étude de la capacité des boues activées/bioréacteurs a
éliminer les NPs contenues dans les eaux résiduaires
urbaines connait un essor important, en réponse aux
inquiétudes sociétales évoquées dans l'introduction. Par
exemple, il était déja connu que les nC60 avaient peu
d'impact sur I'élimination de la DCO par les boues activées
(9), principalement parce que ces NPs sont hydrophobes et
ont peu d'effets sur I'activité microbienne (10). En revanche,
les AgNPs sont connues comme des agents toxiques pour
une large variété de micro-organismes, propriété a I'origine
d'une grande partie de leurs applications industrielles (11).
Par ailleurs, Kaegi et al. ont récemment démontré Ia
transformation des AgNPs en sulfures (soit Ag,S) dans les
bioréacteurs (12) et ont conclu a la trés large disparition de
I'argent sous sa forme nano au profit de Ag dissous ou Ag,S
dans les effluents ou les boues activées, respectivement (13).
Alors que la plupart des études récentes se focalisent sur les
effets de la présence d'un seul type de NPs dans les influents
de stations d'épuration, Yang et al. évaluent ici I'effet
conjugué des nC60* et des AgNPs. Cette approche leur
permet de mettre en évidence une baisse voir un arrét total
des réacteurs biologiques séquentiels (RBS) lorsqu'ils sont
soumis, sous forme d'impulsions, a I'addition simultanée des
deux types de NPs. Outre "I'effet d'impulsion”, qui témoigne
en réalité de la capacité de ces bioréacteurs a fonctionner en
régime continu plutot que par a-coups, ces résultats posent
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également la question d'un éventuel "effet cocktail". Ce
terme désigne, en santé ou en environnement, I'effet obtenu
lorsque la toxicité de molécules ou contaminants est
multipliée lorsqu'ils sont combinés. Bien que I'étude de Yang
et al. ne permette pas de conclure en ce sens, elle met en
lumiere la nécessité d'étudier les actions combinées de
différents types de NPs, car celles-ci sont évidemment
disséminées  conjointement  dans I'environnement.

CONCLUSION GENERALE

Le développement des nanotechnologies et I'arrivée
sur le marché de nano-produits souléve Ila
problématique de I'exposition de I'homme et de
I'environnement. Les différents modeles prédisent une
dissémination dans I'environnement des
nanomatériaux incorporés aux produits courants,
durant leur production, leur transport ou leur
élimination. C'est pourquoi les producteurs,
utilisateurs ou collectivités sont de plus en plus
demandeurs de procédés de traitement de
nanoparticules. Les travaux de Patwa et al. présentés
ici démontrent la capacité des mucus produits par les
méduses a "piéger" les nanoparticules manufacturées.
La "preuve de concept" ainsi proposée par les auteurs
est trés innovante et prometteuse, méme si la mise en
ceuvre d'un procédé de traitement d'effluents
contaminés aux NPs parait encore lointaine. Cela
passera nécessairement par la compréhension
détaillée des types d'interaction NPs/biomolécules
pour une large gamme de NPs et par des tests dans
des matrices complexes telles que celles rencontrées
dans les effluents urbains ou cohabitent
contaminants, matiére organique et micro-
organismes. Ces derniers semblent par ailleurs
capables de contribuer efficacement a I'élimination de
nombreuses NPs dans le cadre des traitements par
boues activées, comme le montrent des études
récentes dont celle de Yuang et al. La encore, les
résultats obtenus sont encourageants pour certains
types de NPs tels que les nC60 et, sous certaines

Vers un traitement efficace des nanodéchets
Yann SIVRY

GENERAL CONCLUSION

The development of nanotechnology and arrival on
the market of nano-products rise potential issues
regarding exposure of humans and environment.
Different models predict a release of nanomaterials
into the environment, from everyday products where
they are incorporated, during their production,
transport or disposal. Therefore, producers, users and
collectivities are increasingly demanding for NPs
treatment processes. The work of Patwa et al.
presented here demonstrates the ability of mucus
produced by jellyfish to "trap"” engineered NPs. The
"proof of concept" they proposed is very innovative
and promising, even though the implementation of a
wastewater treatment process for NPs remains very
far. This will necessarily involve the detailed
understanding of the NPs/biomolecules interaction,
for a wide range of NPs. In addition, tests will also be
required in complex matrices such as those
encountered in urban effluents where, contaminants,
organic matter and microorganisms are found
together. These latter, as part of activated sludge
treatment, are also efficiently contributing to many
NPs elimination as shown by recent studies such like
Yuang et al. Again, the results are encouraging for
certain types of NPs such as nC603 and, to a certain
extent, AgNPs1. However, wastewater treatments by
bioreactors are sensitive to sudden changes in the
influent concentrations, as shown by these authors.
Moreover, little is known yet about any potential
"cocktail effects" on the micro fauna of these reactors,
although the various models predict joint
dissemination of different types of NPs in the
environment.

Lexique

AuNPs, AgNPs: Nanoparticules d'or, d'argent. Particules
dont une dimension au moins est inférieure a 100 nm.

COD, COT : Carbone organique dissous. C'est un paramétre
global de la chimie de I'eau utilisé pour caractériser et suivre

conditions, les AgNPs. Cependant [Iefficacité des
traitements d'effluents par bioréacteurs est sensible
aux variations brutales des concentrations dans les

influents comme le montrent ces auteurs. Par ailleurs, évolution du taux de carbone dissous dans les eaux
rien n'est connu pour l'instant sur d'éventuels "effets (douces, saumatres ou marines), ou la pollution organique
cocktails" sur la microfaune de ces réacteurs, bien que des milieux aquatiques. C'est une fraction parfois importante
les modéles prédisent la dissémination conjointe de du Carbone organique total (COT).

différents types de NPs dans I'environnement. CPG : Chromatographie en phase gazeuse. Technique qui

permet de séparer des molécules d'un mélange. Elle
s'applique aux composés gazeux ou susceptibles d'étre
vaporisés par chauffage sans décomposition. Le mélange a
analyser est vaporisé a I'entrée d'une colonne, qui renferme
une substance active solide ou liquide appelée phase
stationnaire, puis il est transporté a travers celle-ci a I'aide
d'un gaz porteur (ou gaz vecteur). Les molécules du mélange
interagissent avec la phase stationnaire et se séparent avant
de sortir de la colonne.

Anses ¢ Bulletin de veille scientifique n° 28 e Santé / Environnement / Travail ¢ Mars 2016



Vers un traitement efficace des nanodéchets
Yann SIVRY

DCO: Demande chimique en oxygene. Clest la
consommation en dioxygéne par les oxydants chimiques
forts pour oxyder les substances organiques et minérales de
I'eau. Elle permet d'évaluer la charge polluante des eaux
usées.

L-Lysine : Acide aminé de formule chimique
HO,CCH(NH,)(CH,)4NH,, essentiel pour les étres humains.
MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation
coupled to Time-Of-Flight. Spectromeétre de masse couplant une
source d'ionisation laser assistée par une matrice et un analyseur
atemps de vol.

nC60 : Un fulleréne est une molécule composée de carbone
pouvant prendre une forme géométrique rappelant celle
d'une sphére, d'un ellipsoide, d'un tube (appelé nanotube)
ou d'un anneau. Le premier fulleréne découvert est le C60, il
se compose de 12 pentagones et de 20 hexagones. Il a une
structure identique au déme géodésique ou a un ballon de
football et est de taille nanométrique.

QDs : Quantum dots, en frangais "boite quantique". Il s'agit
d'une nanostructure de semi-conducteurs qui, par sa taille et
ses caractéristiques, se comporte comme un puits de
potentiel confinant les électrons (et les trous) dans une
région d'une taille de l'ordre de la longueur d'onde des
électrons (quelques dizaines de nm). Ce confinement confere
a ces boites des propriétés proches de celles d'un atome,
raison pour laquelle les QDs sont parfois qualifiés d' «
atomes artificiels ».

Réacteur biologie séquentiel : Procédé de traitement d'eaux
usées par boues activées : traitement biologique avec
formation d’une biomasse en suspension, et séparation de la
biomasse de [Ieffluent traité. La particularité de cette
variante est la décantation de la biomasse qui s’effectue
directement dans les bassins d’aération plutét que dans un
décanteur séparé. Le procédé fonctionne en mode
discontinu selon une séquence comprenant typiquement les
phases suivantes remplissage, réaction, décantation,
soutirage du surnageant et repos. L'extraction des boues
peut se faire soit en phase de réaction, soit en phase de
repos.
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Qualité des milieux

Pollution de |'air ambiant et santé
des nouveau-nés a la naissance

Période : avril 2015 a aolt 2015

DIETLIGERNS IV | delphine.rousseau@jouy.inra.fr

Inra - UMR Inra 1198 - Biologie du développement et reproduction, ER4 PEPPS (placenta, environnement et programmation
des phénotypes) — Jouy-en-Josas - France

Mots clés : exposition maternelle, grossesse, PM 2,5, poids de naissance, pollution de I’air

L’homme est continuellement et insidieusement confronté a la pollution atmosphérique, ce dont on ne prend conscience que
lorsque les seuils d’alertes réglementaires sont dépassés (pics de pollution), seuils ne constituant en aucun cas une limite en dega de
laquelle on n’observerait aucun effet sanitaire. Une nouvelle publication de 'OMS* montre que prés de 7 millions de personnes sont
décédées en 2012 dans le monde du fait d’une exposition a de I'air pollué, air intérieur et/ou extérieur (1). Il est aujourd’hui reconnu
que la pollution de I'air peut causer des maladies respiratoires et cardiovasculaires (2). Dans les grandes villes, la toxicité liée aux gaz
d'échappement de moteurs diesel est particulierement pointée du doigt. Ces gaz d’échappement contiennent des fractions volatiles,
semi volatiles et des particules en suspension (notées « PM » en anglais pour « Particulate matter ») ou poussiéres inhalables dont la
composition chimique peut étre trés nocive pour la santé. La toxicité des plus fines, les PM 2.5 augmente quand leur taille diminue,
puisqu’elles peuvent pénétrer le systéme respiratoire jusqu’aux alvéoles, créant alors une réaction inflammatoire systémique, mais
aussi peuvent étre acheminées vers d’autres organes, dont le placenta, ou elles entrainent des réactions immuno-inflammatoires et
un stress oxydatif. Plusieurs études épidémiologiques ont suggéré que la période gestationnelle était particulierement vulnérable a
la pollution atmosphérique en mettant en évidence des corrélations avec le retard de croissance intra-utérine (3). Le retard de
croissance foetale est connu pour avoir des répercussions sur la santé future des individus, incluant une augmentation de la morbi-
mortalité durant I'enfance et un risque accru de maladies cardio-métaboliques a I'dge adulte (4). S’inscrivant dans le concept des
origines développementales de la santé et des maladies (DOHaD*), la pollution de I'air a également été proposée en tant que
nouveau paradigme des pathologies métaboliques (5). En effet, la génétique, la nutrition et la sédentarité ne permettent pas
d’expliquer complétement I'augmentation de I'incidence d’obésité et de diabéte dans le monde. Les publications sélectionnées sont
pertinentes sur la période en ce qui concerne I'étude de I'effet d’une exposition indirecte des feetus a la pollution de I'air, via leur
meére au cours de leur grossesse, sur le poids de naissance des enfants et, en perspective, leur santé a long terme.

Pour I'étude de Rich et al. (2015), mon choix a reposé sur le fait que leur étude constitue une expérience unique dans un pays, la
Chine, qui bat régulierement des records de pollution. En effet cette étude permet de démontrer I'impact de la pollution sur la
santé, puisqu’une amélioration de la qualité de I’air pendant I’été 2008 a eu des répercussions positives en termes de santé publique
(chez les nouveau-nés). Il a été possible de les mettre en évidence en comparant ce qui s’est passé pour les grossesses du méme
stade et a la méme période de I'année, un an avant (2007) et un an aprés les JO (2009). La pollution de I'air affecte également bon
nombre de villes européennes qui affichent de plus en plus régulierement une concentration élevée de particules fines, méme si cela
est a un moindre niveau qu’en Chine. L’étude de Schembari et al. (2015), s’inscrit dans les recherches concernant I'impact de la
pollution de Iair, cette fois en Europe, sur les caractéristiques biométriques des nouveau-nés.

Des différences de poids a la naissance jours de brume (6). En accueillant les Jeux Olympiques et
associées a la réduction de la pollution de I'air Paralympiques en 2008, Pékin devait s'engager a améliorer la
pendant les Jeux Olympiques de Pékin en qualité de I'air pendant la durefa des Jeu>’<, §0|t du 8.aout au

, ' L, . 24 septembre 2008. Au prix de séveres actions, le
2008: résultats d'une expérience naturelle

) - gouvernement a temporairement amélioré la qualité de I'air
Rich Dg' Liu K, Zhang J, Thurs'ton SW, Stevens TP, Pan Y, Kane en réduisant de 18 a 59% les émissions de plusieurs
C, \{Vemberger B, 0hman-Str|ckIa|?d P, Wooe!ruff .TJ, Duar? X, polluants (PM2.5, NO,*, SO,* oxyde de carbone, sulfates,
Assibey-Mensah V, Zhang J. Differences in Birth Weight

) . ) ) - carbone, carbone organique) (8).
Associated with the 2008 Beijing Olympic Air Pollution L biectifs d tte étude étaient 1) d'éval .
Reduction: Results from a Natural Experiment. Environ Health e,s‘ objectits .e cette € .u. € fealen ) evaluer S,I .une
Perspect. 2015 Apr 28 période de moindre exposition a la pollution atmosphérique
durant la grossesse pouvait étre associée a une

augmentation du poids de naissance, ceci en comparant des

Résumé

grossesses pendant les JO de 2008 avec celles au cours de
Pékin est I'une des villes les plus polluées au monde avec une 2007 et de 2009 et 2) d’'évaluer si des polluants spécifiques
concentration moyenne de PM2.5 dépassant pouvaient étre associés a ces changements de poids
quotidiennement les 200ug/m3 (7), et plus élevée encore les a la naissance.
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Les données de 71803 couples meére-enfant (poids de
naissance et ge gestationnel) et méres (age, adresse, niveau
d’éducation et activité, complications de la grossesse) ont
été incluses dans cette étude, a partir des registres de
I'Hopital gynécologique et obstétrique de Pékin de 2007 a
2010. Les concentrations moyennes quotidiennes des PM10,
NO; et SO, ont été déterminées entre 2007 et 2009 grace a
des stations de surveillance de la pollution de I'air, couvrant
1258 km? dans Pékin. Ces données ont été corrélées aux
mesures effectuées sur ces mémes polluants avec le systeme
TEOM*, parallelement a des relevés de température et
d’hygrométrie au coeur de Pékin pendant les JO (8). Des
modeles additifs semi-paramétriques dans lesquels le poids
de naissance a été intégré comme une fonction de I'age
maternel, ajusté pour le quartier de résidence des méres,
leur niveau d’éducation, et I'dge gestationnel (9), ont été
utilisés pour chacun des mois de la grossesse se trouvant
dans la fenétre de temps des Jeux.

Les auteurs ont montré que, chez les enfants des méres dont
le 8™ mois de grossesse tombait durant les Jeux Olympiques
de 2008, le poids de naissance était en moyenne de 23 g
supérieur (95% Cl: 5-40) & celui des enfants dont le 8™ mois
de grossesse tombait a la méme période en 2007 ou en
2009. L'effet sur le poids de naissance de I'augmentation de
chacun des 3 polluants a été évalué, pour une valeur du
niveau équivalent a l'interquartile des différentes années.
Les auteurs ont ainsi montré que des augmentations de
19,8ug/m? de PM2,5, de 1,8 ppb de SO, et de 0,3 ppm de CO
au cours du 8™ mois étaient associées significativement a
des baisses de poids de naissance de 18, 17 et 34g. Seule
I’exposition tardive aux polluants de I'air a pu étre associée
au poids de naissance, conformément aux études
d’exposition menées au cours du 3*™ trimestre de la
grossesse (3). En conclusion cette étude, limitée a une trés
courte période de 47 jours, au cours de laquelle la qualité de
I'air a été substantiellement améliorée, a révélé des effets
significatifs, qui, bien que modestes en termes de bénéfices
pour la santé, démontrent tout I'intérét de I'amélioration de
la qualité de lair, puisque les effets de la pollution
apparaissent réversibles.

Commentaire

L'intérét majeur de cette publication, qui est bien souligné
par Rich et al.(2015), est d’identifier la/les fenétres de
sensibilité a la pollution atmosphérique au cours de la
grossesse en ce qui concerne les effets sur le poids de
naissance. L’identification de fenétres de sensibilité pendant
la grossesse est techniquement et méthodologiquement
difficile a mettre en ceuvre dans les études au design plus
classique que cette expérience dite « naturelle », qui a tiré
profit d’'une amélioration temporaire de la qualité de I'air.
L’étude de Rich et al. a permis de montrer que le 8™ mois
de la grossesse était une fenétre sensible. Elle permet d’aller
plus loin sur les hypothéses mécanistiques expliquant les
effets de polluants de l'air sur le poids de naissance, qui
pourraient passer par une augmentation de I'inflammation
et du stress oxydant au niveau placentaire, mais cela reste a
étudier. Les différentes études de sensibilité des résultats
conferent une certaine robustesse aux résultats. Cependant,
le fait que les données aient été obtenues a posteriori, sur la
base des registres de naissance, de nombreuses informations
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caractérisant les meres étaient manquantes. Parmi ces
données pouvant constituer de possibles facteurs
confondants a I'origine de biais, se retrouvent I'activité des
meres (employées ou au foyer), le tabagisme, leur parité
(nombre de grossesse)... Toutefois comme souligné par les
auteurs, la politique de I’enfant unique menée en Chine nous
incite a penser qu’il s’agissait d’'une premiere grossesse pour
toutes ces femmes. De méme, les chinoises fument peu et
étre cependant des victimes potentielles du tabagisme
passif, et cette information n’a pas été considérée dans le
cadre de cette étude. La possible présence de biais qui
seraient liés a des facteurs de confusion non pris en compte
(tabagisme, parité, etc.) s’applique surtout a I'objectif 2 du
papier. L'objectif 1 étant basé sur la comparaison des poids
de naissance entre 2008 et 2007-2009, ces facteurs
pourraient causer des biais si leur distribution était
différente pour les femmes ayant accouché en 2007 ou 2009
par rapport aux femmes ayant accouché en 2008 ; cette
situation est a priori peu probable, et limité du fait que les
auteurs ont pris comme base de comparaison une année
antérieure a 2008 et une année postérieure a 2008, ce qui
limite les effets liés aux tendances temporelles. Cependant le
niveau d’éducation des femmes a augmenté entre 2007 et
2009, ceci pourrait étre artificiellement d0 aux mesures
gouvernementales concernant la fermeture d’usine par
exemple, qui aurait pu conduire au déplacement de
certaines catégories de la population, méme si cela n’affecte
pas les résultats aprés ajustement.

En plus d’avoir mis en évidence I'importance du 8™ mois de
grossesse comme fenétre d’exposition, cette étude est
pertinente également du fait des effectifs importants, parce
qu’elle permettait de faire une analyse de type avant/apres
en termes de qualité de I'air. Les auteurs ont également
utilisé un systéeme de quantification (TEOM) qui a été congu
pour la mesure en temps réel des particules en suspension
dans I'air, y compris les particules volatiles et semi volatiles,
constituant I'outil de référence dans les réseaux de mesure
de la qualité de I'air du monde entier. Leurs approches
statistiques sont également pertinentes pour étudier les
associations entre les différents polluants ajustés sur les
données météorologiques et le poids de naissance, en
fonction du facteur année. Ici les auteurs comparent les
effets pendant I'été 2008 (JO) a ceux observés pendant les
étés 2007 et 2009. Les auteurs se sont servis de I'intervalle
interquartile (IQR) qui est assez facile a calculer et a
interpréter avec I'avantage d’étre peu sensible aux valeurs
extrémes. Les auteurs ont aussi utilisé le diagramme
quantile-quantile (Q-Q plot) qui, en statistique, est un outil
graphique permettant d'évaluer la pertinence de
I'ajustement d'une distribution donnée a un modéle
théorique, visant a montrer des différences de poids a la
naissance entre les enfants exposés pendant la période des
Jeux olympiques en 2008 et ceux nés en 2007-2009.

En conclusion, cette étude montre qu’une amélioration de
I’environnement et de la qualité de I'air se répercute sur la
santé publique, ici le poids des enfants a la naissance qui
augmente modestement, d’'une moyenne de 23g, dont la
meére était enceinte de huit mois durant les JO de 2008.
Cette étude montre aussi que des volontés politiques
peuvent agir ponctuellement pour améliorer la qualité de
I’air comme ici, dans le cadre d’un grand événement sportif
mondial, méme si les efforts se sont relachés

eme
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immédiatement apres I'évenement. Toutefois les résultats
de telles études donnant des résultats positifs significatifs,
méme s’ils sont modestes pour la santé publique, mettent
du temps a étre publiés. Ces études servent de catalyseur et
encouragent les gouvernements a mettre en ceuvre des
mesures écologiques économiquement plus acceptables et
surtout durables.

Pollution de I'air ambiant et taille/adiposité
des nouveau-nés a la naissance:

des différences dépendantes de I'’ethnie des
meres (pour les nouveaux nés de la Cohorte
Bradford)

Schembari A, de Hoogh K, Pedersen M, Dadvand P, Martinez D,
Hoek G, Petherick ES, Wright J, Nieuwenhuijsen MJ. Ambient
Air Pollution and Newborn Size and Adiposity at Birth:
Differences by Maternal Ethnicity (the Born in Bradford Study
Cohort). Environ Health Perspect. 2015 May 15

Résumé

La pollution de I'air ambiant par les particules en suspension
(PM) constitue aujourd’hui I'une des principales menaces,
évitables, pour la santé mondiale (10). De plus en plus
d’études mettent en évidence une association entre
pollution de I'air et restriction de croissance foetale, qui se
traduit par un petit poids de naissance (11). L'objectif de
cette étude était d’examiner I'association entre I'exposition a
la pollution de I'air ambiant au cours du 3iéme trimestre de
la grossesse et le poids moyen a la naissance, avec des
ajustements concernant I'adiposité (possible facteur
confondant) des enfants originaires de deux populations
ethniquement tres différentes, de type européen dits blancs
et d’autres d’origine pakistanaise. Les enfants de I'Asie du
Sud sont connus pour avoir une proportion de masse grasse
différente pour un indice de poids corporel donné (petit
poids mais plus gras).

Linclusion de 9067 couples meére/nouveau-né (46% de
Britanniques blancs et 54% d’origine pakistanaise) a été faite
de 2007 a 2010 dans la cohorte « Born in Bradford » dans le
Nord de I'Angleterre, ville caractérisée par une grande
diversité ethnique et un faible niveau socio-économique
(12). Des mesures anthropométriques des nouveau-nés ont
été réalisées: poids de naissance, périmeétre cranien,
épaisseur du pli cutané de la zone sous-scapulaire qui reflete
la graisse sous-cutanée et viscérale, intimement liée a la
pathogenese de la résistance a linsuline et d'autres
précurseurs de maladies cardiovasculaires (12). L’exposition
aux PM2.5 et aux oxydes d’azote a été estimée par le modéle
Land-Use Regression (LUR9), développé dans le cadre du
projet européen ESCAPE, prédictif des distributions spatiales
fonction du NO, et des caractéristiques topographiques, de
densité de population et du trafic (11). Les données,
stratifiées sur I'ethnie des méres ajustées et ajustées sur les
covariables (tabagisme et activité des meres), ont été
analysées par un modele de régression linéaire évaluant les
associations entre la pollution de I'air et le poids de
naissance (ajusté ou non sur |'épaisseur du pli de la zone
sous-scapulaire, ajustée sur la tolérance au glucose
maternelle). Les modeles ajustés sur I'épaisseur du pli
avaient pour but de tester si la masse graisseuse du pli

Pollution de I'air ambiant et santé des nouveau-nés a la naissance

Delphine ROUSSEAU

pouvait expliquer les associations entre la pollution de I'air et
le poids de naissance.

Une augmentation de 5 ug/m3 de I'exposition aux PM2,5
lors du 3°™ trimestre de la grossesse, a été associée a une
diminution significative du poids de naissance et du
périmétre cranien des nourrissons Britanniques blancs (-43g;
95% IC: [-76, -10] et -0.28cm; 95% IC: [-0,39, -0,17],
respectivement), mais pas chez ceux d’origine pakistanaise (-
9g; 95% IC: [-17, 35] et -0,08cm; 95% IC: [-0,17, 0,01],
respectivement). En revanche, les enfants d’origine
pakistanaise présentaient une augmentation significative de
I’épaisseur du pli de la région sous-scapulaire. On observe
une diminution (non significative) du poids de naissance
ajusté sur la masse grasse chez eux. L’hypothese d’expansion
du tissu adipeux traduit le fait que les Asiatiques du Sud
seraient plus sujets au stockage de graisse au niveau viscéral
(13) a cause d’un métabolisme basal plus faible (stratégie
d’épargne énergétique) (14). En conclusion I'ajustement du
poids de naissance sur I'adiposité des nourrissons parait étre
une approche trés pertinente pour comparer des
populations d’ethnicités différentes et évaluer les effets de la
pollution.

Commentaire

La forte variation spatio-temporelle des polluants, associée
aux comportements individuels affectent considérablement
I’exposition personnelle a la pollution de I'air. Les effets de la
pollution atmosphérique sur la santé dépendent de la
fiabilité des mesures de cette exposition.

Dans cette étude, les auteurs ont choisi un modele prédictif
bien validé, le LUR, créé dans le cadre du projet européen
ESCAPE, mais cette approche ne permet pas d’obtenir
d’information précise sur I'exposition individuelle des
femmes enceintes aux polluants atmosphériques. Des
échantillonneurs d’air individuels pourraient donner ces
informations, mais cela est difficile a mettre en ceuvre sur de
si grosses cohortes, et sur la durée compléte d’une
grossesse. En effet les campagnes de relevés de ce type se
font sur des plages de temps courtes (1-2 semaines) et a des
moments clés de la grossesse, ce qui demanderait des
extrapolations, comme pour le LUR. Les estimations de
I'exposition ont été réalisées au cours des quatre saisons,
durant lesquelles les naissances des enfants se sont réparties
de fagon homogene.

Un autre biais important dans la plupart des études concerne
les déplacements des individus, qui vont faire varier leur
exposition et sont difficiles a modéliser. Les auteurs ont
résolu en partie le probleme des déplacements en stratifiant
leurs données en fonction de l'activité maternelle, femme
active salariée ou au foyer.

Cette étude souligne les particularités ethniques dans la
réponse a une exposition a la pollution de [lair. Les
marqueurs classiquement utilisés comme le poids a la
naissance, ne suffisent pas toujours pour étudier différentes
population ayant des cultures et des habitudes alimentaires
différentes, d’ailleurs non prises en compte dans cette étude
et qui peuvent aussi expliquer une partie des différences ou
écarts observés par rapport a d’autres études. Ici le fait
d’ajuster le poids de naissance sur [Iadiposité des
nourrissons, variable en fonction de I'ethnicité, a permis de
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renforcer les résultats qui, dans I'étude globale sans
ajustement sur Il'adiposité, ne faisait pas apparaitre
d’association entre les PM et le poids a la naissance. Les
auteurs ont utilisé la mesure du pli cutané de diverses
régions anatomiques, relativement peu invasif et
économique, cette technique est aujourd’hui bien validée
par rapport a d’autres techniques plus sophistiquées, comme
la technique de référence d’absorptiométrie aux rayons X
(iDXA). Les auteurs font référence a des études
expérimentales chez I'animal qui peuvent effectivement
apporter une réelle plus-value en termes d’analyse
mécanistique des effets d’'une exposition a la pollution de
I'air.

L'une des limites de cette étude est que les auteurs n’ont pas
tenu compte du tabagisme. En effet des études montrent
que le tabagisme maternel est corrélé a des petits poids de
naissance, mais pas a une augmentation de I'adiposité des
nouveau-nés. L'augmentation de I'adiposité se révéle plus
tardivement chez I'enfant né de mére fumeuse, quand il est
un peu plus agé. Ainsi I'augmentation des PM2.5 n’est pas
associée a une augmentation de ['adiposité chez les
nouveau-nés de femmes Britanniques Blanches qui
comptent beaucoup plus de fumeuses que les femmes
d’origine pakistanaise. Une autre des limites de cette étude,
toutefois mentionnée par les auteurs, est aussi le
déséquilibre entre les femmes actives ou au foyer entre les
deux populations étudiées, les femmes Britanniques
« blanches » étant majoritairement actives tandis que les
femmes d’origine pakistanaise sont majoritairement des
femmes au foyer. Les habitudes alimentaires des femmes
étudiées n’ont pas été prises en compte dans cette étude et
peuvent également constituer un biais.

Finalement les auteurs ont recherché les effets de la
pollution en étudiant spécifiquement les associations de
données anthropométriques obtenues pendant la période
néonatale avec quelques marqueurs de la pollution, les
PM10 et PM2.5, le NO; et les NO,, et seules les associations
avec les PM2,5 se sont révélées significatives. La composition
chimique des PM2.5 délicate a analyser et dépendante de la
source de pollution (trafic routier, industrie..) est peu
évoquée, de méme que la fraction organique volatile
(incluant les hydrocarbures polycycliques aromatiques)
malgré une toxicité avérée et que les auteurs n’ont abordé
gu’en perspectives, comme c’est généralement le cas dans
les études cliniques. Evoquer des différences ethniques n’est
pas  politiquement  correct, mais  linclusion  de
caractéristiques anthropométriques des nouveau-nés, telles
que les indicateurs de masse grasse, peut permettre
d’expliquer les différentes réponses a la pollution chez
certains groupes ethniques.
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CONCLUSION GENERALE

Les nouveau-nés qui naissent avec un poids inférieur a
2,5 kg ont une santé plus fragile. lls présentent plus de
problemes de développement et ont un risque accru
de maladies chroniques a lage adulte.
Indépendamment de la prématurité, le faible poids de
naissance a été associé a I’exposition maternelle au
tabac et des parents a I'alcool. Toutefois de plus en
plus d’études montrent le role délétere de la pollution
sur le poids de naissance. Les résultats de ces deux
études montrent une association entre les
concentrations en polluants de I'air et le poids a la
naissance. Les mécanismes expliquant ces effets de la
pollution de lair sur le développement du foetus
restent a explorer, et le recours a [l'utilisation de
modeles animaux permettra d’y répondre, dans des
conditions physiologiques d’exposition en termes de
dose/niveau et de voie d’exposition. Les résultats de
I’étude de Rich et al. mettent en évidence I'impact de
la pollution de I'air sur le poids de naissance, mais
démontrent également que si la qualité de [lair
s’améliore, les effets peuvent s’inverser. L'une des
difficultés de ce type d’étude est la prise en compte de
toutes les covariables potentiellement sources
d’erreur. Une autre difficulté réside dans I’estimation
de I’exposition a pollution de I’air qui est bien prise en
compte dans chacune des deux études retenues avec
I’utilisation d’outils/de modeles pertinents. L’'une des
limites de ces estimations réside dans le fait qu’elles
vont dépendre du comportement des individus,
notamment en termes de déplacements. Les études,
comme celle de Rich et al., profitant de modifications
environnementales ponctuelles, présentent un grand
intérét puisqu’elles permettent d’étudier les effets de
I’amélioration ou de la dégradation de la qualité de
I’air avec un avant et un apres, en s’affranchissant des
biais classiques des études d’observation, liés aux
déplacements de la population.

En conclusion les deux études de Rich et al. et de
Schembari et al. montrent des effets en miroir puisque
la premiére montre qu’une amélioration de la qualité
de l'air conduit a une augmentation du poids de
naissance tandis que la suivante montre que quand
I’air est pollué, on observe une diminution du poids de
naissance. Enfin si la plupart des études s’intéressent a
I’association du poids de naissance avec la pollution
de l'air, en ciblant quelques composés de la phase
volatile et les PM, aucun de ces constituants n’est
clairement mis en cause individuellement dans les
effets observés, et I'effet cocktail est certainement
fortement impliqué.
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GENERAL CONCLUSION

Neonates born with a weight below 2k500 have
poorer health. They have more developmental
problems and an increased risk of chronic diseases in
adulthood. Regardless of prematurity, a low birth
weight was associated with maternal exposure to
tobacco and alcohol relatives. But more and more
studies show the deleterious effect of pollution on
birth weight. The results of these two studies show an
association between concentrations of air pollutants
and birth weight. The mechanisms behind these
effects of air pollution on fetal development remain to
be explored, and the use of animal models will allow
answering this question using physiological conditions
of exposure in terms of dose and route of exposure.
The results of the study of Rich et al. have highlighted
the impact of the air pollution on birth weight, but
also demonstrated that if the air quality is improved,
the effects can be reversed. One of the difficulties of
this type of study is to consider all covariates that are
potential sources of error. Another difficulty is to
estimate accurately the air pollution exposure which
was well-managed in each of the two considered
studies, with the use of relevant tools and models. One
of the limitations of these estimations is that they will
depend on the behavior of individuals, particularly in
terms of daily urban trips. The studies taking
advantage of exceptional environmental changes, are
of great interest since they allow to study the effects
of the improvement or deterioration of the air quality
with a before and an after, by overcoming traditional
biases of observational studies, related to population
displacements. The air pollution induces low birth
weight, and whether ethnic differences are
undeniable, they can be erased through an adjustment
by anthropometric parameters of the newborns.
In conclusion both studies of Rich et al. and Schembari
et al. have shown mirror effects as the first one
showed that improved air quality leads to increased
birth weight while the second one showed that when
the air is polluted, there is a decrease in birth weight.
Finally though most studies look at the association of
birth weight with air pollution, targeting some
compounds of the volatile phase and PM, none of
these components is clearly incriminated individually
in the observed effects and the cocktail effect is
certainly heavily involved.
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Lexique

DOHaD : Developmental Origins of Health and Diseases -
signifiant origines développementales de la santé et des
maladies (ou programmation fcetale), est un concept
proposé par David Barker dans les années 90 pour traduire
'adaptation foetale a tout événement affectant
I'environnement maternel pendant sa grossesse, avec des
répercussions a long terme sur la santé de I'individu.

IQR : L'intervalle interquartile, aussi appelée mi-propagation,
est une mesure de dispersion statistique d'un ensemble de
données, étant égale a la différence entre les quartiles
supérieur et inférieur, IQR = Q3-Q1; il couvre 50% d'un
ensemble de données et élimine l'influence des valeurs
aberrantes.

LUR: Modele Land-Use Regression d’estimation de
I’exposition aux polluants de Iair

NO, .dioxyde d’azote

NO,. Oxydes d’azote qui résultent de la combinaison dans
I'air a haute température de l'azote et de I'oxygene. lls
regroupent essentiellement deux types de molécules
polluantes : le monoxyde d'azote (NO), et le dioxyde d'azote
(NO2)

OMS : Organisation mondiale de la santé

PM, 5. Matieres particulaires de taille inférieure a 2,5um

Q-Q plot : Diagramme quantile-quantile qui, en statistique,
est un outil graphique permettant d'évaluer la pertinence de
I'ajustement d'une distribution donnée a un modele
théorique. Le diagramme quantile-quantile sert aussi a
comparer entre elles deux distributions

SO, .dioxyde de soufre

TEOM-FDMS : Tapered Element Oscillating Microbalance-
Filter Dynamics Measurement Systems, il s’agit d’un
enregistreur continu dichotomique de I'air ambiant constitué
d’une Microbalance a Elément Conique Oscillant équipée de
deux systéemes de filtres dynamiques qui permettent
d’apprécier les fractions volatiles et non volatiles
particulaires (PM). La pesée des particules collectées sur un
filtre apres filtration d’un volume connu d’air est la méthode
de référence pour mesurer la concentration massique en
particules dans I’environnement dans les réseaux de mesure
de la qualité de I'air du monde entier
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efficiency explain the susceptibility to adiposity, metabolic
syndrome, diabetes and cardiovascular diseases in South
Asian populations? Int J Epidemiol 2009;38:1072-1081.

Revues de la littérature

Mannucci PM, Harari S, Martinelli I, Franchini M. Effects on
health of air pollution: a narrative review. Intern Emerg Med.
2015 Jul 2 [Epub ahead of print] 2015;10(6):657-62.

Thiering E, Heinrich J. Epidemiology of air pollution and
diabetes. Trends Endocrinol Metab. 2015;26(7):384-94.. Epub
2015 Jun 9. Review. PubMed PMID: 26068457.

Autres publications identifiées

Twum C, Zhu J, Wei Y. Maternal exposure to ambient PM2.5
and term low birthweight in the State of Georgia. Int J
Environ Health Res. 2015 Jul 3:1-9. [Epub ahead of print]
Cette publication a été retenue parce qu’elle constitue un
autre exemple d’étude montrant I'association entre la
pollution de I'air et la baisse du poids de naissance, aux USA.
Yorifuji T, Kashima S, Doi H. Outdoor air pollution and term
low birth weight in Japan. Environ Int. 2015;74:106-11..
Méme justification que précédemment, ailleurs dans le
monde, au Japon, ou la pollution de Il'air est également
associée a une diminution de poids de naissance, illustrant le
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fait que la pollution de I'air est un probléme mondial de santé
publique.

Huang C, Nichols C, Liu Y, et al. Ambient air pollution and
adverse birth outcomes: a natural experiment study. Popul
Health Metr. 2015;13:17..

Cette étude a été sélectionnée car elle étudie la relation entre
la pollution de I'air et le poids de naissance des enfants a
Pékin sur la période 2006-2010, englobant [|’expérience
naturelle de 2008 étudiée dans le papier de Rich et al.

Hu Y, Lin J, Zhang S, et al. |dentification of the typical metal
particles among haze, fog, and clear episodes in the Beijing
atmosphere. Sci Total Environ. 2015;511:369-80.

Cette étude est intéressante puisqu’elle a caractérisé la
composition chimique des matieres particulaires composant
la pollution de I'air & Pékin, en fonction de son origine/cause
(incinération, industrie, traffic routier,...) et des événements
climatiques (épisodes de brouillard et de brume)

Eze IC, Schaffner E, Foraster M, et al. Long-Term Exposure to
Ambient Air Pollution and Metabolic Syndrome in Adults.
PLoS One. 2015;10(6)

Cette étude fait le lien entre une exposition a long terme a la
pollution de I'air et I'incidence de syndrome métabolique, en
Suisse.

Anses ¢ Bulletin de veille scientifique n° 28 e Santé / Environnement / Travail ¢ Mars 2016



Pollution de I'air ambiant et santé des nouveau-nés a la naissance
Delphine ROUSSEAU

Qualité des milieux

Contamination des sols urbains :
role crucial du type et de la qualité
des données pour I'évaluation des
risques

Période : avril 2015 a ao(t 2015

LEAR:1F:] | thierry.lebeau@univ-nantes.fr
Université de Nantes - LPG-Nantes, UMR 6112 CNRS — Nantes -France

Mots clés : sols urbains, métaux, évaluation des risques

En 2000, les Etats membres des Nations Unies signaient la déclaration du Millenium (1) dont I'un des objectifs était d’éradiquer
I'extréme pauvreté et la famine, tout en assurant la durabilité environnementale. Force est de constater que |'objectif d’un acces a
une alimentation suffisante et de qualité est loin d’étre d’atteint, dans un contexte d’augmentation rapide de la population
mondiale. Dans le méme temps, I'agriculture urbaine et péri-urbaine se développe dans le monde entier, ce qui pourrait, pour
partie, améliorer I'accés aux biens alimentaires. Pour autant, cette agriculture menée sur des sols de qualité souvent tres
hétérogene liée a I'histoire urbaine (déplacement de terre, mélange a des remblais, passif industriel ayant occasionné des
enrichissements en contaminants, etc), pose la question du risque pour les populations face a I'exposition indirecte liée a la
consommation de végétaux produits sur ces sols et I'exposition directe par ingestion de terre (notamment par les enfants). Saumel
et al. (2) ont par ailleurs montré que le contenu en métaux traces des légumes cultivés en contexte urbain augmentait avec
I'intensité du trafic.

En I'absence de reglementation européenne sur les sols — projet retiré par la Commission européenne en 2014 qui devait statuer
dessus depuis 2006 — et par conséquent en I'absence de valeurs réglementaires sur les contaminants dans les sols en France, la
plupart des aménagements sont fréquemment précédés d’une évaluation des risques. Cette étape est par conséquent cruciale. Les
calculs de risque, basés sur des modeéles mathématiques, n‘ont de sens que si les données sources traduisent la réalité de la
situation étudiée. Deux points paraissent entre autres devoir étre pris en compte : 1/ I'hétérogénéité spatiale des teneurs en
contaminants des sols et 2/ la prise en compte des teneurs bioaccessibles* en contaminants plutdt que les teneurs totales, un
nombre croissant de travaux allant dans ce sens ces derniéres années (3).

La note prend appui sur deux articles. L’étude de Guagliardi et al. (2015) porte sur une cartographie de la contamination en métaux
d’une zone urbaine et péri-urbaine qui utilise une méthode rapide de quantification du plomb (Pb) par spectrométrie de
fluorescence X*, suivie d’une analyse géostatistique des données. Celle d’lzquierdo et coll (2015) vise quant a elle a réaliser une
étude quantitative des risques pour les usagers de jardins urbains, selon plusieurs scénarii, en comparant le contenu pseudo-total en
métaux du sol — extractible a I’eau régale — a celui bioaccessible par voie orale.

Estimation de la pollution en plomb de sols 100 mg/kg, défini par décret (No. 152/2006, Ministére de
de surface dans une région du sud de I'ltalie : I'environnement italien, 2006).
ana|yse de I'environnement urbain et péri- Sur une surface de 92 km? des échantillons de sols de

surface (0-10 cm) ont été collectés dans 149 lieux différents

urbain e )
o (jardins, parcs, parterres, champs). Le Pb de la terre fine (< 2

Guagliardi I, Cicchella D, De Rosa R, Buttafuoco G. Assessment mm) a été analysé par spectrométrie de fluorescence a X.

of lead pollution in topsoils of a southern Italy area: Analysis of

Des cartes géochimiques ont été générées par simulation
urban and peri-urban environment. J Environ Sci 2015;33:179- & q & p

séquentielle d'un modéle stochastique Gaussien*. Le

187.
nombre de 500 simulations générées a partir de ces données
G . sur la base de carrés de 25 m x25 m ont permis de tenir
eSUme compte de lincertitude des mesures. Lorsque les

concentrations critiques en Pb étaient atteintes lors de la
plupart des simulations, il a été considéré que la probabilité
de leur occurrence était élevée. A partir de ces données,
trois cartes ont été générées : carte des teneurs moyennes
en Pb, carte donnant le niveau de variabilité des données

La distribution spatiale des teneurs en plomb (Pb) de sols
urbains et péri-urbains de la région de Cosenza-Rende en
Calabre (ltalie) a été cartographiée. L'objectif était de
délimiter des zones en fonction de la probabilité des sols a
contenir des teneurs en Pb supérieures au seuil critique de
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(écarts-types), carte de probabilité de dépasser la teneur
seuil de 100 mg Pb/kg de sol sec.

Les résultats ont montré des concentrations en Pb dans les
échantillons variant entre 8 et 708 mg/kg de sol sec pour une
moyenne de 63,7 mg/kg. Les teneurs les plus élevées se
situaient dans les zones urbaines et proches des routes
principales. L'origine anthropique du Pb a été mise en
évidence. D’une part, la teneur en cet élément du fond
géochimique des roches non altérées de la zone d’étude
était d’environ 4,4 mg/kg. D’autre part les valeurs des
concentrations en Pb dans les sols échantillonnés est trois
fois supérieures au fond géochimique local. La carte de
probabilité de dépassement de la concentration seuil en Pb
de 100 mg/kg a permis de mettre en évidence les « points
chauds » de pollution.

Commentaire

Au-dela des méthodes utilisées pour réaliser les cartes
géochimiques, leurs précisions dépendent grandement des
données sources utilisées, a savoir, la pertinence du maillage
des prélevements réalisés, I'échantillonnage et la qualité de
I'analyse.

Dans le cas présent, 149 échantillons composites ont été
prélevés a partir de carrés de 20 m de coOté, ce qui
correspond a une surface totale échantillonnée de 0,06 km?,
pour une surface totale investiguée de 92 km?, soit environ
0,06 %. Ce pourcentage parait faible, notamment pour les
zones les plus urbanisées ol les teneurs en Pb sont
susceptibles de varier fortement sur de micro échelles
spatiales. Ce maillage « lache » ne convient a I'évidence que
pour une premiére approche des zones a risques. On notera
gu’un maillage plus serré de I'échantillonnage a été réalisé
dans les zones ou les teneurs en Pb étaient censées étre les
plus élevées, permettant ainsi d’obtenir une cartographie
plus précise de la distribution du Pb du sol.

En zone urbaine, a I'échelle d’un site, d’un quartier, etc. il
convient d’utiliser un maillage beaucoup plus serré afin
d’identifier les « points chauds » parfois trés localisés et de
faire précéder [’échantillonnage d’études historiques
permettant de guider les zones de prélevements et de
choisir un maillage adapté.

L’avantage de cette méthode cartographique, basée sur un
échantillonnage « lache » réside dans la production rapide
de données a grande échelle. La spectrométrie de
fluorescence X peut également permettre d’obtenir
rapidement de nombreuses données grace a des appareils
portatifs — ce qui n’est pas le cas dans la présente I'étude —
qui donnent en temps réel et in situ les concentrations en un
certain nombre d’éléments, dont le Pb, moyennant quelques
précautions d'usage et d’interprétation:  valeurs
dépendantes de la teneur en eau du sol, possibles biais de
mesure liés a la minéralogie de I'échantillon. Ces appareils
portatifs permettent en temps réel, par itération, d’adapter
le maillage de I'échantillonnage en fonction des teneurs
mesurées (a densifier dans les zones trés hétérogenes telles
que les zones urbaines et, a I'inverse, a alléger dans les zones
trés homogeénes telles que les zones agricoles). Cela permet
in fine de réaliser des cartes gagnant en précision sans avoir
a collecter et analyser un nombre trop important
d’échantillons. Il ne s’agit pas de la méthode de référence —
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minéralisation de I’échantillon puis dosage par absorption
atomique — mais il est néanmoins possible de valider les
valeurs obtenues. Pour cela, les échantillons ont été
guantifiés en se référant a une gamme étalon de standards a
base de poudre de roches de concentrations connues en Pb
La méthode de cartographie employée — simulation ou
représentation stochastique, méthode qui géneéere des
champs ou le niveau de variabilité spatiale de I'attribut
modélisé est identique a celui observé dans la réalité — est
adaptée a la spécificité des sols pollués pour lesquels les
teneurs en Pb peuvent présenter des valeurs extrémes.

Bioaccessibilité de métaux de jardins partagés
urbains et évaluation du risque en santé
humaine

Izquierdo M, De Miguel E, Ortega MF, Mingot J. Bioaccessibility

of metals and human health risk assessment in community urban
gardens. Chemosphere 2015; 135:312-318.

Résumé

Les concentrations pseudo-totales (extraction a I'eau régale)
et gastro-intestinales (extraction par une solution gastrique a
base de glycine + HCI) en Calcium (Ca), Cobalt (Co), Chrome
(Cr), Cuivre (Cu), Fer (Fe), Manganése (Mn), Nickel (Ni),
Plomb (Pb) et Zinc (Zn) ont été déterminées a partir de 48
échantillons provenant de 6 jardins urbains intra-muros de
Madrid (Espagne). Une évaluation des risques a partir des
concentrations pseudo-totales et bioaccessibles oralement a
été réalisée sur la base de trois scénarii: 1/ scénario
« agricole » ou le récepteur est un adulte trés présent au
jardin et exposé directement par ingestion accidentelle de
sol, par inhalation de particules en suspension, par contact
avec la peau et par consommation des légumes auto-
produits, 2/ scénario « récréatif » ol le récepteur majoritaire
sont les enfants jouant dans les jardins et exposés selon les
mémes voies qu’au scénario 1 exceptée |'autoconsommation
des légumes et 3/ scénario « récréatif + consommation de
légumes », scénario le plus défavorable. Deux groupes de
jardins ont été distingués sur la base du degré de
contamination qui s’explique par I'usage historique de ces
jardins. Globalement, le risque a été jugé acceptable dans
tous les cas de figure, mais avec de grandes différences selon
les jardins, I'usage (utilisés ou non), les pratiques (types
d’amendements) et le trafic a proximité des jardins.
Uniguement dans le cas du scénario le plus défavorable ou
les enfants utilisent les jardins comme espaces récréatifs et
consomment les productions issues du jardinage, le risque a
excédé les limites jugées acceptables. Parmi les métaux
étudiés, le Pb a été le plus gros contributeur du risque
systémique*, a hauteur de 77 a 85%. Le Cr et le Pb sont les
seuls métaux ayant montré des effets cancérogeénes (par
ingestion). L’ingestion de légumes a représenté 95% du
risque total dans les scénarii « agricole » et « récréatif +
consommation de légumes » et I'ingestion accidentelle de
sol a présenté la plus grosse contribution dans le scénario
« récréatif ». Selon que les modeles de risque ont été
alimentés par les teneurs pseudo-totales en métaux
(extraction a I'eau régale) ou bioaccessibles oralement (<10%
pour Cr jusqu’a 90% pour Pb), les conclusions ont différé
significativement (d’environ un ordre de grandeur). Dans le
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premier cas, il a été conclu a un risque cancérogéne
inacceptable quel que soit le scénario considéré.

Le carbonate de calcium s’est révélé étre la propriété du sol
qui détermine le plus la bioaccessibilité de la majorité des
éléments analysés. En revanche, en raison de leur faible
présence ou de leur faible variabilité, la matiére organique,
le pH et la texture du sol ont eu peu d’influence sur la
bioaccessibilité de ces éléments.

Commentaire

Cette étude présente I'intérét de porter un regard critique
sur les résultats d’évaluation des risques qu’elle a produits.
On regrettera cependant que l'article ne présente aucun
tableau ni graphique avec les données de sol (texture, CEC,
pH, % matiére organique, etc.) et des résultats d’extraction
chimique simulant la bioaccessibilité. Le lecteur ne peut donc
pas apprécier par lui-méme lincidence de tel ou tel
paramétres et les variations enregistrées pour chaque type
de sol.

Les auteurs mettent notamment en lumiére plusieurs
incertitudes qui peuvent, a juste titre, modifier
significativement les données de risque: 1/ les valeurs
d’exposition dans le cas de la consommation de légumes
peuvent surévaluer le risque car les données utilisées sont
génériques et non spécifiques de chaque type de lIégumes. La
prise en compte de la bioaccessibilité des métaux du sol et
de leur bioaccessibilité orale, des coefficients de transfert
sol/légume spécifiques des couples métaux-légumes étudiés
— informations disponibles dans la base de données frangaise
BAPPET (Base de données sur les teneurs en éléments traces
métalliques de plantes potagéres), ainsi que la fréquence
d’exposition et les taux d’ingestion permettrait de produire
des valeurs de risques plus réalistes et probablement moins
élevées, 2/ selon que le Pb est considéré comme un élément
toxique systémique ou comme un cancérogene, le risque
estimé est d’un ordre de grandeur plus faible dans le second
cas et devient alors acceptable — on notera que I'INERIS
conseille d’utiliser une VTR a effet de seuil en raison du
statut cancérogene du plomb, 3/ I'additivité des polluants
dans le calcul de risque n’est pas pertinent car des effets
synergiques ou antagonistes ont été relevés. Il est suggéré,
comme c’est le cas pour la démarche d’interprétation de
I'état des milieux (IEM) du ministere de I'Ecologie, du
Développement durable et de I'Energie, de calculer le risque
substance par substance.

En revanche, il est surprenant que le risque soit supérieur
pour les adultes a celui pour les enfants. L'explication mise
en avant est que les enfants ne consomment pas les [égumes
produits. Pourtant, il est généralement admis que la voie
d’exposition qui génére le plus de risque est I'ingestion de
particules de sol.

Ce travail montre également que I'analyse de risque doit étre
réalisée jardin par jardin en raison de biodisponibilités
contrastées en métaux, conséquence de [Ihistoire des
jardins. Enfin, les fréquences d’exposition et les taux
d’ingestion doivent étre définis localement car spécifiques
des populations étudiées.

On se posera aussi la question de la fiabilité de
I’échantillonnage et de la représentativité du test utilisé pour
mesurer la bioaccessibilité in vitro. Seuls 6 prélevements ont

servi a réaliser deux échantillons composites mais on ne
connait pas la surface échantillonnée sachant que Ia
variabilité intra-jardin peut étre trés importante.

Enfin, on remarquera que la concentration maximum admise
en Pb est ici de 75 mg/kg sol alors que pour I'étude
précédente, elle est de 100 mg/kg. Se pose ainsi la question
de la justification des seuils par les instances de régulation.

CONCLUSION GENERALE

En I'absence de valeurs réglementaires européennes
sur les contaminants des sols — bien que certains pays
européens disposent des leurs (Italie, Espagne) — une
évaluation quantitative des risques doit étre le plus
souvent entreprise et pose parfois la question de sa
pertinence. En effet, on voit que I’évaluation des
risques est trés complexe et varie selon les choix des
modeles, des variables dans ces modéles et des
données sources utilisées. Cette note souligne
'importance des démarches de diagnostic et
d’évaluation des expositions en insistant sur : 1) la
nécessité de se baser sur des teneurs en métaux
bioaccessibles, 2) la qualité de Féchantillonnage,
surtout en contexte urbain, de fagon a fournir des
données pertinentes et fiables utilisable pour calculer
un risque, le plus précisément possible et 3) Iutilité
des méthodes géostatistiques afin d’établir des cartes
de risque géochimique a différentes échelles.

GENERAL CONCLUSION

In the absence of European regulatory values for soil
contaminants — although some European countries
have their own regulations (Italy, Spain) - a
quantitative risk assessment must be most often
undertaken which raises the question of its relevancy.
Risk assessment is indeed very complex and varies
according to the modeling choices, the variables used
in these modeling and the data sources. This note
highlights the importance of both the diagnostic
procedures and exposure assessment with emphasis
on 1) the necessity to account for the bioaccessible
metal values 2) the quality of the sampling, almost in
urban context, in the aim to calculate a risk as
accurately as possible and 3) the usefulness of
geostatistical methods to establish maps of
geochemical risks at various scales.
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Lexique

Bioaccessible : Contaminant du sol qui peut potentiellement
devenir disponible a plus ou moins long terme, c’est-a-dire
assimilable par un organisme vivant (bactérie, plante, etc.)
Modele stochastique Gaussien : Modéle aléatoire utilisé en
cartographie permettant de générer un grand nombre de
simulations (réalisations) qui respectent les hétérogénéités
observées a partir des données disponibles et supposées
dans le milieu réel

Risque systémique : Risque qui peut mettre en danger la
survie d’un systéme

Spectrométrie de fluorescence X (FX ou XRF) : Technique qui
permet I'analyse élémentaire, renseigne sur la quantité de
tel ou tel atome, sans rensigner la forme chimique

Publications de référence

(1) UN (United Nations). Road map towards the
implementation of the United Nations Millennium
declaration, report of the secretary-general, A/56/326, New
York, 2001

(2) Saumel I, Kotsyuk I, Holscher M, Lenkereit C, Weber F,
Kowarik 1. How healthy is urban horticulture in high traffic
areas? Trace metal concentrations in vegetable crops for
planting within inner city neighbourhoods in Berlin,
Germany. Environ Pollut 2012; 165:124-132.

(3) Ge Y, Murray P, Sauvé S, Hendershot W. Low metal
bioavailability in a contaminated urban site. Environ Toxicol
Chem 2002; 21:677-687.

Autres publications identifiées

Weller Clarke L, Darrel Jenerette G., Bain DJ. Urban legacies
and soil management affect the concentration and

speciation of trace metals in Los Angeles community garden
soils. Environ Poll 2015; 197:1-12.

L’étude porte sur la caractérisation environnementale et les
processus de gestion expliquant la présence et la spéciation
chimique de I’As, Cd, Pb dans 12 jardins communautaires de
Los Angeles. Les concentrations ont été comparées a I'dge
des quartiers, a la distance des routes et au contenu en
matiére organique des sols. L’originalité de I'étude porte sur
I'analyse de l'interaction entre les processus abiotiques et
socio-écologiques dans le but de réduire le risque
d’exposition aux métaux. Sans surprise, la proximité des
routes augmente la teneur de tous les métaux dans les sols.
La fraction réductible du Pb (selon la méthode BCR)
augmente avec I’dge des quartiers, laissant suggérer que la
présence au Pb est le fait de particules d’anciennes peintures.
Les concentrations en As et Cd échangeables augmentent
avec la proximité des routes. Dans le cas de I’As des sols
cultivés, cette augmentation pourrait s’expliquer par la
baisse du taux de matiére organique tandis que la
biodisponibilité du Cd est réduite avec la matiére organique.
A la lumiere de ces résultats, I’étude suggére des solutions de
gestion : 1/ apport de terre autour des anciens bdtiments et
dans les zones antérieurement agricoles pour diluer Cd et Pb
— on notera que la pratique de dilution est interdite en

Qualité des milieux

France, 2/ plantations le long des routes pour réduire le
dépébt de particules contaminées, 3/ limitation de I'utilisation
des bois traités au  chrome/cuivre/arséniate, 4/
enrichissement des jardins en matiére organique méme si
pour I’As, 20% minimum serait nécessaire pour réduire la
fraction biodisponible alors que I'optimum de croissance des
plantes nécessite seulement 5-10%.

Malgré lintérét global de cet article, il n‘a pas été
sélectionné puisque la méthode bien connu de spéciation
utilisée (BCR) ne présentait pas d’originalité.
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Conséquences cérébrales d’une
exposition a la cyanotoxine BMAA

chez le rat et détection dans le systeme
nerveux central humain

Période : avril 2015 a ao(t 2015
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CNRS - Institut de pharmacologie moléculaire et cellulaire - UMR7275 — Valbonne - France

Mots clés : BMAA, cerveau, cervelet, cyanobactéries, neurodégénérescence, sclérose amyotrophique latérale, toxines
environnementales

Le B-N-méthylamino-L-alanine (BMAA) est une toxine environnementale majoritairement produite par les cyanobactéries* et les
diatomées*. Sa neurotoxicité* a été évoquée pour la premiére fois a I'occasion de I'étude des cas endémiques sur I'lle de Guam,
dans les années 1950, d’une maladie neurodégénérative appelée complexe sclérose latérale amyotrophique (SLA)-Parkinson-
Démence dont I'incidence était 50 fois supérieure a la normale. Néanmoins, actuellement, du fait de la présence ubiquitaire des
cyanobactéries qui produisent cette toxine a travers le monde, la dangerosité du BMAA ne se limiterait pas aux fles du Pacifique ni a
un seul type de maladie neurodégénérative (1). En effet, il a été retrouvé des taux élevés de BMAA dans des tissus cérébraux de
patients nord-américains morts de la maladie d'Alzheimer, ce qui suggeére un possible role étiologique du BMAA dans plusieurs
maladies neurodégénératives dans le monde entier (2). Le BMAA est soupgonné de promouvoir I'apparition de maladies
neurodégénératives chez les personnes génétiquement susceptibles. Le BMAA est un acide aminé non protéique qui s’incorpore
dans les protéines néosynthétisées a la place d’un autre acide aminé, constituant ainsi un réservoir endogéne de toxine dans les
organismes (3). De plus, le BMAA aurait la capacité de s’accumuler dans les organismes le long de la chaine alimentaire, jusqu’a
'Homme. Dans le systeme nerveux central (SNC), le BMAA se lierait aux récepteurs au glutamate*et entrainerait ainsi des
dommages neuronaux par excitotoxicité* (4-6). Une autre hypothése est celle de I'incorporation erronée du BMAA dans les
protéines, a I'origine d’une anomalie de repliement et d’une agrégation protéique (3). La SLA est une pathologie neurodégénérative
liée a I'atteinte des motoneurones centraux et périphériques. Sa progression est généralement rapide et I'issue toujours fatale. La
découverte d’un lien possible entre exposition au BMAA et SLA a conduit un certain nombre de chercheurs a étudier les effets d’'un
traitement au BMAA sur des animaux de laboratoire tels que les rongeurs et les primates non humains. Dans le premier article
sélectionné, les auteurs caractérisent du point de vue morphométrique et neurochimique leur modele de SLA chez le rat, obtenu par
administration de BMAA. Dans le second article, I’étude réalisée par la méme équipe porte sur la toxicité du BMAA sur le cervelet du
rat. Enfin, dans le troisieme article, les auteurs détectent pour la premiére fois du BMAA dans le liquide céphalorachidien (LCR)* de
patients humains, ante mortem.

Altérations morphométriques et modeéle de SLA chez le rat, par administration de BMAA, qui
neurochimiques chez les rats traités au BMAA reproduit fidelement plusieurs caractéristiques

de Munck E, Munoz-Saez E, Miguel BG, Solas MT, Martinez A, hlstopajthologlques de !a SLA humaine (8). Ici, I,es. auteurs
Arahuetes RM. Morphometric and neurochemical alterations caractérisent leur modeéle sur le plan morphométrique par

found in L-BMAA treated rats. Environ Toxicol Pharmacol 2015 imagerie a résonance magnétique (IRM) et analysent les
May;39(3):1232-45 niveaux de neurotransmetteurs chez les rats exposés au

BMAA. Au sevrage (trois semaines apres la naissance), les
Résumé animaux regoivent une injection intrapéritonéale7

quotidienne de BMAA (300 mg/kg), cinq jours consécutifs.
Le BMAA présente de grandes similitudes structurelles avec Les animaux sont évalués du point de vue neurologique, une
le glutamate (7). De ce fait, il a été proposé que la fois par semaine, pendant quatorze mois, en se basant sur
neurotoxicité du BMAA soit due a un phénomene les performances des rats dans trois tests
d’excitoxicité, par son action directe sur les récepteurs au comportementaux : ambulation, test de suspension par la
glutamate. Afin d'étudier en détails les mécanismes queue et test de force musculaire. Dés les premiers jours
expliquant la toxicit¢ du BMAA, plusieurs équipes ont aprés traitement, les rats présentent un score de 3 (sur une
examiné les effets de son administration chez les rongeurs, a échelle de 0 3 10, ol O représente le score des animaux
différentes doses, pendant différentes durées et a différents contr6|es)l correspondant a une atteinte des membres
ages. En 2013, les auteurs du présent article ont obtenu un inférieurs. L’aggravation des symptémes est rapide durant
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les trois premiers mois, a lissue desquels les animaux
atteignent un score de 7. Cette premiere phase toxique
serait due a I'excitotoxicité du BMAA libre dans le SNC.
L’aggravation des symptomes progresse lentement durant
les mois suivants, ce qui correspondrait a la libération
progressive du BMAA lié aux protéines dans I'organisme. A
I'issue des quatorze mois, les animaux atteignent un score de
8 sur 10. L'IRM révele que le volume musculaire des
membres postérieurs des rats diminue progressivement
suivant I'administration du BMAA, indiquant une atrophie
musculaire probablement due a la perte de I'innervation des
motoneurones de la moelle épiniére. Au niveau cérébral,
I'IRM révéle une diminution du volume du cortex moteur des
deux hémispheéres chez les rats traités au BMAA agés de huit
mois, suggérant des dommages dans des régions corticales
spécifiquement impliquées dans le contréle du mouvement.
Des modifications de certains noyaux du tronc cérébral
impliqués dans la déglutition sont également observées.
Enfin, I'analyse des neurotransmetteurs dans le cortex
moteur des rats révéle une augmentation du glutamate et
une diminution du GABA*, qui résulteraient en une
hyperexcitabilité des neurones provenant du cortex.

Commentaire

Dans cet article, les auteurs montrent que leur protocole
d’administration de BMAA chez le rat permet de reproduire
un certain nombre de symptomes retrouvés chez les patients
atteints de SLA, tels que la diminution du volume des
muscles des membres inférieurs et la perte concomitante
des fonctions motrices. Au niveau cérébral, le BMAA
entraine un amincissement du cortex moteur, un
élargissement des ventricules cérébraux et une atteinte des
noyaux du tronc cérébral impliqués dans le controle de la
déglutition pouvant conduire a des problémes de déglutition
apparaissant chez I'Homme dans les stades tardifs de
certaines formes de SLA. Les niveaux des deux principaux
neurotransmetteurs  excitateurs et inhibiteurs sont
également perturbés dans le cortex moteur, ce qui est en
accord avec I’hypothése de I'excitotoxicité du BMAA comme
cause de la mort des motoneurones. Globalement, c’est une
étude intéressante qui tend a prouver que I'administration
aigue de BMAA peut suffire, chez le rat, a produire un
syndrome de type SLA. Cette étude souffre cependant de
I'absence d’analyse de la relation dose-réponse car la
concentration élevée de BMAA utilisée (prés de 200 uM) fait
qu’on peut difficilement comparer les résultats aux autres
publiés dans la littérature. En effet, il a été montré que des
concentrations tres faibles de BMAA (10-30 uM) peuvent
suffire  a provoquer un  dysfonctionnement des
motoneurones et les symptémes cliniques in vivo (6 ; 9).

De plus, le mode d’administration (cing jours consécutifs)
ainsi que la voie d’administration intrapéritonéale ne
rendent pas compte de la réalité de I'exposition humaine au
BMAA. Enfin, il aurait été intéressant de mesurer les taux de
BMAA dans les tissus nerveux et d’estimer la perte des
motoneurones ainsi que I'apparition d’agrégats protéiques
intraneuronaux.

Pathologies

Analyse de la neurotoxicité du L-BMAA sur

le cervelet du rat

Munoz-Saez E, deMunck Garcia E, Arahuetes Portero RM,
Martinez A, Solas Alados MT, Miguel BG. Analysis of B-N-
methylamino-L-alamnine  (L-BMAA) neurotoxicity in rat
cerebellum. Neurotoxicology 2015; 48:192-205.

Résumé

Le cervelet est un organe cérébral régulateur de la fonction
motrice, impliqué dans I'exécution des mouvements précis,
dans I'équilibre, dans le repérage spatial et temporel. Dans
cette étude, les auteurs examinent en détails les mécanismes
neurotoxiques du BMAA sur les cellules de Purkinje*, dans le
cervelet de rats. Comme dans larticle précédent, les
animaux agés de trois semaines regoivent une injection
intrapéritonéale quotidienne de BMAA (300 mg/kg), cing
jours consécutifs. Les animaux sont évalués régulierement
pour estimer leur atteinte neurologique, et sont sacrifiés a
I’age de trois mois, lorsqu’ils ont atteint le score de 7 sur 10,
correspondant a une atteinte motrice grave. L'examen par
microscopie électronique des cellules de Purkinje des
cervelets des rats traités au BMAA révele un grand nombre
de granules de lipofuscine* intracellulaires, une
dégénérescence mitochondriale*, une fragmentation du
réticulum endoplasmique* et de I'appareil de Golgi*. Du
point de vue moléculaire, 'administration de BMAA entraine
une augmentation de la forme totale et active de la GSK-3p*,
kinase jouant un réle important dans de nombreux processus
neurodégénératifs. Cette augmentation s’accompagne de la
translocation de la GSK-3B dans le noyau des cellules de
Purkinje, indiquant une possible activation transcriptionnelle
de certains facteurs impliqués dans la mort neuronale. De
méme, le BMAA entraine une augmentation de |'expression
de la protéine TDP-43* (retrouvée dans les inclusions
intraneuronales chez les patients atteints de SLA) ainsi que
sa translocation dans le cytosol. Enfin, une augmentation des
processus d’autophagie* est observée dans les neurones de
Purkinje des rats traités au BMAA. Globalement, ces résultats
indiquent que le BMAA suffit a provoquer des dommages
neuronaux dans le cervelet correspondant a des processus
neurodégénératifs notamment retrouvés dans les cas de SLA.

Commentaire

Bien qu’uniquement descriptive, cette étude permet de
montrer qu’une administration aigué de BMAA chez des rats
jeunes entraine a I'age adulte des dommages neuronaux
importants dans le cervelet, qui pourraient rendre compte
de certains processus physiopathologiques retrouvés
notamment dans des cerveaux de patients atteints de SLA.
Bien que le lien de causalité entre atteintes cérébelleuses et
perte des capacités motrices ne soit pas démontré, le BMAA
entraine également des désordres neurologiques majeurs,
démontrés par la perte progressive des fonctions motrices
des animaux traités. Le protocole d’administration du BMAA
est le méme que dans l'article précédent, aigue et massive.
De la méme maniére, on peut donc s’interroger sur la
transposabilité  des résultats obtenus vis-a-vis de
I'implication de la neurotoxicité du BMAA dans les cas de SLA
chez 'Homme.
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Détection de BMAA dans le systéme nerveux

central humain
Berntzon L., Ronnevi LO, Berglan B, Eriksson J. Detection of

BMAA in the human central nervous system. Neuroscience
2015;292:137-147.

Résumé

Bien que [I'exposition au BMAA par le biais de la
consommation de denrées alimentaires contaminées soit
soupgonnée de favoriser I'apparition de plusieurs maladies
neurodégénératives, la présence de BMAA dans le systeme
nerveux central de patients sains ou malades est toujours
controversée(10). Afin d’améliorer les méthodes permettant
de rechercher un lien de causalité éventuelle entre le BMAA
et la survenue de ces maladies, les auteurs ont tenté de
détecter par UHPLC* et spectrométrie de masse™ la
présence de BMAA dans le sang et le liquide
céphalorachidien (LCR) de personnes saines et atteintes de
SLA, vivant en Suéde et donc potentiellement exposées via la
consommation de poissons et de mollusques contaminés
provenant de la mer Baltique. 25 individus ont été testés, 12
sains et 13 souffrant de SLA, hommes et femmes confondus.
Le BMAA n’a été détecté dans aucun échantillon sanguin. En
revanche, la présence de BMAA lié aux protéines a été
retrouvée dans le LCR de 3 individus sur les 25 testés, un
dans le groupe de personnes atteintes de SLA et 2 dans le
groupe de patients sains. De maniére notable, les
concentrations les plus importantes ont été mesurées dans
les échantillons de patients sains.

Commentaire

Il s’agit de la premiére étude démontrant ante mortem la
présence de BMAA dans le SNC d’individus potentiellement
exposés au BMAA via la consommation de denrées
alimentaires issues de la mer Baltique. Dans cette étude, le
BMAA n’est détecté que dans 12 % des échantillons de LCR
testés et les taux les plus importants de BMAA sont mesurés
chez les individus sains. Toutefois, en raison notamment du
trés faible nombre total d’individus inclus dans I'étude, des
conclusions fiables ne peuvent pas étre tirées sur le
pourcentage global de découverte du BMAA dans le LCR
d’une population potentiellement exposée ni sur une
corrélation possible entre détection de BMAA et occurrence
de la SLA. Le mode de sélection des individus inclus dans
I'étude n’est pas discuté. De méme, un interrogatoire poussé
au sujet du mode de vie et des habitudes alimentaires des
personnes testées serait nécessaire afin de tenter d’établir
un lien entre consommation de denrées issues de la mer
Baltique et présence de BMAA dans le systéme nerveux
central.

et détection dans le systeme nerveux central humain
Agnés PETIT-PAITEL

CONCLUSION GENERALE

Les deux premiers articles commentés sont des
travaux de la méme équipe et visent a caractériser les
dommages entrainés par une administration aigiie de
la cyanotoxine environnementale BMAA dans le
systeme nerveux central de rats et sur leurs fonctions
motrices. Ensemble, ils apportent des arguments
convaincants suggérant que I'exposition au BMAA
seul, sans autre facteur de susceptibilité génétique ou
environnemental associé, serait suffisante pour
provoquer des dommages structurels, cellulaires et
fonctionnels dans différentes zones du cerveau,
notamment dans le cervelet, zone impliquée dans le
contréle de la motricité et de I’équilibre. Bien que la
voie et la méthode d’administration ne rendent pas
compte de I'exposition humaine, essentiellement
causée par l'alimentation tout au long de la vie, les
résultats présentés dans ces articles soutiennent
toutefois I’hypothése de la dangerosité du BMAA en
démontrant sa neurotoxicité et sa capacité a
provoquer, chez le rat, un ensemble de
caractéristiques proches de celles des cas de SLA
humaine. Le dernier article démontre pour la premiére
fois qu’il est possible de détecter, ante mortem, du
BMAA dans le liquide céphalorachidien de certains
patients humains sains et/ou atteints de SLA.

GENERAL CONCLUSION

The first two publications, from the same team, aim to
characterize the damages caused by an acute
administration of the environmental cyanotoxin BMAA
on the central nervous system of rats and on their
motor functions. Together, they provide compelling
arguments suggesting that exposure to BMAA alone,
without any other associated genetic or environmental
susceptibility factor, would be sufficient to cause
structural, cellular and functional damages in different
areas of the brain, including the cerebellum, an area
involved in motor control and balance. Although the
route and method of administration do not account for
human exposure, mainly caused by diet throughout
life, the results presented in these articles support the
hypothesis of the danger of BMAA in demonstrating
its neurotoxicity and its ability to cause in rats a set of
characteristics close to those of human ALS cases. The
last article demonstrates for the first time that it is
possible to detect, ante mortem, the BMAA toxin in
the cerebrospinal fluid of some healthy and/or ALS
human patients.
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Lexique

Appareil de Golgi : Organite intracellulaire impliqué dans le
transit et le stockage des protéines et lipides synthétisés
dans le réticulum endoplasmique

Autophagie : Mécanisme cellulaire consistant en la
dégradation partielle du contenu du cytoplasme de
la cellule en utilisant ses propres organelles de dégradation
(lysosomes). L'autophagie permet entre autres a la cellule de
se débarrasser des protéines dénaturées.

Cellules de Purkinje : Neurones du cortex cérébelleux dont
les axones envoient des messages aux différents noyaux du
cervelet qui seront ensuite transmis vers différentes zones
cérébrales impliquées dans le tonus, la motricité et
I"équilibre

Cyanobactéries : Bactéries photosynthétiques aussi appelées
algues bleues, vivant dans I'océan, les eaux douces mais
aussi sur la terre ferme. Elles produisent différents types de
toxines, dont le BMAA

Diatomées : Algues brunes vivant en eaux douces comme en
eaux salées et présentes dans toutes les mers du monde
Excitotoxicité : Phénoméne pathologique de neurotoxicité
due a [I'hyperactivation neuronale causée par des
neurotransmetteurs excitateurs comme le glutamate

GABA : Principal neurotransmetteur inhibiteur du systéme
nerveux central dont Iaction contrebalance celle du
glutamate vis-a-vis de I'excitabilité neuronale

Glutamate : Principal neurotransmetteur excitateur du
systéme nerveux central. Lorsque la concentration en
glutamate atteint un niveau excessif dans la fente synaptique
il peut hyperstimuler les neurones et provoquer leur mort
par un phénomeéne d’excitotoxicité.

GSK-3B : Pour glycogen synthase kinase 3Bprotéine capable
de phosphoryler les protéines sur leurs résidus proline. Son
activation est impliquée dans la mort neuronale au cours de
diverses maladies neurodégénératives.

Injection intrapéritonéale : Injection d’une substance dans le
péritoine, permettant une action rapide

Lipofuscine : Pigment lipidique brun résultant de Ia
dégradation des composants cellulaires, qui s’accumule dans
les cellules au cours du vieillissement

Liquide céphalorachidien (LCR) : Liquide du systéme nerveux
central qui circule dans les espaces méningés et les
ventricules cérébraux

Mitochondrie : Organites présents dans toutes les cellules
eucaryotes. Elles jouent le role d’usine énergétique pour la
cellule mais sont également impliquées dans la mort
cellulaire.

Neurotoxicité : Toxicité au niveau des neurones

Réticulum endoplasmique : Organite intracellulaire, lieu de
synthese des protéines et des lipides

Spectrométrie de masse : Technique d'analyse de la matiére
permettant de détecter et d’identifier  ses constituants
moléculaires en fonction de leur masse

TDP-43 : Pour Transactive Response DNA binding Protein 43
kDa. Présente dans les inclusions intracellulaires retrouvées
dans différentes zones cérébrales de personnes atteintes de
SLA.

UHPLC : Pour Ultra High Performance Liquid
Chromatography. Il s’agit d’'une méthode de chimie

Pathologies

analytique  qui permet l'identification et le dosage des
différents composés d’un mélange.
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Cette étude identifie par une approche transcriptomique les
génes régulés par un traitement au BMAA dans une lignée de
cellules gliales engainantes spécialisées de I'épithélium
olfactif de rat. Bien qu’uniquement descriptive, cette étude
permet de mettre en évidence Iimpact du BMAA sur
différentes voies cellulaires impliquées dans I'activité
mitochondriale et la mort cellulaire, supportant le concept
que le BMAA puisse favoriser certains processus
neurodégénératifs.
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Les auteurs montrent que le lipide S1P (Sphingosine-1-
phosphate) protege une lignée cellulaire de neuroblastomes
contre la nécrose induite par le BMAA, en bloquant
I'activation de la GSK-38, kinase impliquée dans la mort
neuronale.

Réveillon D, Abadie E, Séchet V, et al. 3-N-methylamino-L-
alanine (BMAA) and isomers: Distribution in different food
web compartments of Thau lagoon, French Mediterranean
Sea. Marine Environmental Research; 2015; 110: 8-18.

Les auteurs détectent la présence de BMAA et de ses
isomeéres dans les moules, le périphyton et le plancton
collectés dans I'étang de Thau tout au long de I'année
2013-2014. Les diatomées qui produisent elles-mémes du
BMAA pourraient étre la source de contamination des moules
de I'étang. Bien que trés spéculatif, la consommation de ces
moules contaminées pourrait étre impliquée dans I'incidence
élevée des cas de SLA dans cette région de France.
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Outils et méthodes

Développement de biosenseurs

pour l'identification et la quantification
en temps réel des contaminants

de l'eau et du lait

Période : avril 2015 a ao(t 2015

IEEL RS R G A AAVIY | jean-christophe.garrigues@chimie.ups-tise.fr

CNRS - Laboratoire IMRCP, UMR5623 - Toulouse - France

Mots clés : biosenseur, eau, enzyme, hormone, immunochromatographie, lait, métabolites, métaux lourds, pesticides

Pour garantir la sécurité sanitaire des aliments et limiter I'exposition a des agents chimiques indésirables, le suivi de la qualité de
'eau et de nombreuses matrices biologiques comme le lait, doit étre réalisé le plus en amont possible de la chaine de
transformation. Les procédés analytiques ont pour contrainte I'analyse d’échantillons en continu ou sur des sites tres éloignés des
laboratoires équipés en techniques séparatives ou spectrométriques. Il est alors nécessaire de disposer de techniques analytiques
rapides et peu onéreuses, aussi sélectives que les techniques séparatives (GC*, HPLC* U-HPLC*) et de sensibilité proche de celle des
techniques de spectrométrie de masse (MS*) ou en tandem (MS/MS*), permettant de répondre aux contraintes réglementaires.
L'identification et la quantification des pesticides sont généralement réalisées par des méthodes utilisant la GC (1), I'HPLC, ou I'U-
HPLC (2), couplées a la MS ou MS/MS (3). Ces méthodes séparatives couplées a la spectrométrie de masse sont trés spécifiques,
résolutives et sensibles, mais nécessitent des étapes de préparation d’échantillon, des standards isotopiques, du matériel onéreux et
sophistiqué, du personnel qualifié et du temps d’analyse important pour garantir la sélectivité, la spécificité, la sensibilité et la
robustesse de la méthode analytique (4). Pour s’affranchir de ces contraintes analytiques, le développement des biosenseurs
appliqués aux pesticides s’est rapidement développé ces derniéres années. Les biosenseurs utilisent des biomédiateurs issus soit
d’enzymes cellulaires, soit des anticorps, afin d’assurer la reconnaissance moléculaire des pesticides. Les deux articles présentés
dans cette note illustrent les avancées obtenues avec ces deux classes de protéines spécifiques. Dans le cas des enzymes cellulaires,
c’est le plus souvent une inhibition de leur activité qui sera reliée a la concentration en pesticide. Leurs modifications structurales,
liées a I'analyte, peuvent également étre mesurées pour quantifier le pesticide, comme cela est présenté dans I'étude de Silletti et
al.(Aout 2015). Pour les immunosenseurs, un complexe antigéne-anticorps est formé et plusieurs techniques de reconnaissance
directe ou indirecte sont utilisées, comme dans I'étude de Xing et al.(Avril 2015). Des systémes optiques, électrochimiques, reposant
sur la spectroscopie de fluorescence ou Raman peuvent étre utilisés pour quantifier les pesticides (5). Pour améliorer la sensibilité
des biosenseurs, différents matériaux et nanomatériaux spécifiques (6), sont synthétisés. Les deux articles sélectionnés montrent
également les avancées obtenues dans lidentification multiple de pesticides. L'étude menée par Xing et al., utilisant un
immunosenseur et une compétition inhibitrice indirecte ELISA*, permet une lecture directe semi-quantitative, de la présence de
pesticides, de testostérone et de plomb, dans I'eau. Les travaux de Silletti et al. décrivent la mise au point d’un biosenseur utilisable
en flux continu pour la quantification simultanée de trois pesticides et trois métabolites dans une matrice complexe : le lait. Dans les
deux publications, les limites de détection obtenues, la sélectivité et la robustesse permettent une utilisation en routine, dans le
cadre de la réglementation européenne et sont une alternative originale au développement de méthodes analytiques séparatives.

Analyse immunochromatographique ultra- rapide de traces de contaminants dans I'eau. Le systéme
sensible pour la détection simultanée de cinq analytique est constitué de cing bandes positionnées sur une

produits chimiques dans 'eau potable membrane de f\ltr(’)cellulose, co!lee . sur un .sulpport
adsorbant, chargé d’assurer la migration des différents
Xing C, Liu L, Song S, Feng M, Kuang H, Xu C. Ultrasensitive

; . ) . réactifs, le tout fixé sur un support solide en matiéere
immunochromatographic assay for the simultaneous detection . * . L

) ) - L ; ) plastique (PVC*). Dans un premier temps, six lignes sont
of five chemicals in drinking water. Biosens. Bioelectron. 2015;

tracées sur la membrane de nitrocellulose. La premiere
66:445-453. . . . . .
bande contient la solution d’anticorps anti IgG* de souris, et
les cinq autres correspondent aux solutions de conjugués
hapténe (composé étudié)-BSA* des cing antigénes
recherchés. La détection multi-composants est basée sur une
compétition inhibitrice indirecte ELISA. Dans cette méthode,
I'antigéne a doser entre en compétition avec I'antigéne qui a
été déposé sous forme conjugué sur la membrane de

Résumé

Le travail réalisé dans cette étude a permis le
développement d’'une  méthode analytique  multi-
composants, utilisant un immunodosage tres sélectif
(réaction antigéne-anticorps) pour la détection simultanée et
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nitrocellulose. Les analytes témoins choisis sont: le plomb
(sous la forme Pb(ll)) (Pb), la microcystine-leucine-arginine
(MC-LR), le chloramphénicol (CAP), la testostérone (T) et le
chlorothalonil (CTN). Dans un second temps, des anticorps
monoclonaux anti-Pb, anti-MC-LR, anti CAP, anti-T et anti-
CTN marqués par des nanoparticules d’or sont préparés,
dans une réaction de conjugaison. Dans une troisiéme étape,
ces anticorps sont incubés apres ajout de 200 L de solutions
a analyser des cing analytes, pendant cing minutes a
température ambiante, ce qui permet une réaction complete
entre les antigénes et les anticorps présents. Aprés
incubation, les membranes de sont plongées dans la
solution. La lecture se fait a I'ceil-nu, par identification des
bandes visibles, aprés vingt minutes de migration ou par
mesure automatisée de lecture de bandes réactives.
L'intensité de la bande visible dans chacune des lignes de
test est inversement proportionnelle a la concentration de
I'analyte recherché dans I'échantillon. Les valeurs limites des
concentrations détectées sont de 4 ng/mL pour Pb, 1 ng/mL
pour MC-LR, 0,1 ng/mL pour CAP, 5 ng/mL pour T et 5 ng/mL
pour CTN. Ces valeurs obtenues par lecture directe a I'ceil nu
peuvent étre améliorées par ['utilisation d’un lecteur
automatisé de bande, qui permet d’abaisser les limites de
quantification a 0,5 ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,05 ng/mL, 2,5
ng/mL et 1,25 ng/mL pour respectivement Pb, MC-LR, CAP, T
et CTN. La méthode analytique a été validée par I'évaluation
de la reproductibilité et de la justesse de cing mesures des
solutions des différents analytes préparés dans une gamme
0-10 ng/mL. La spécificité a été démontrée par des mesures
réalisées avec des solutions contenant un seul analyte pour
chaque mesure. De fortes concentrations d’analytes
n’altérent pas cette spécificité.

Commentaire

Cette étude a démontré I'efficacité d’une nouvelle approche
dans la détection spécifique et simultanée de cing classes de
contaminants, appartenant a des familles chimiques tres
variées. L'utilisation de la technique
d’immunochromatographie sur membrane de nitrocellulose
organisée autour de bandelettes, est applicable a I'eau
potable ou a diverses eaux de surface, sans nécessiter
I'utilisation d’un systéeme de détection sophistiqué, la lecture
se faisant directement a I'ceil-nu. La lecture directe ne
permet en revanche qu’une mesure semi-quantitative. La
détection limite, correspondant a la plus petite
concentration en analyte ne produisant aucune couleur sur
la ligne de test de la bandelette, est facilement accessible a
la lecture. Dans I'étude présentée, les auteurs utilisent cing
bandelettes pour assurer une gamme de lecture comprise
entre 0 et 400 mg/mL pour Pb, 0 et 100 mg/mL pour MC-LR,
0 et 10 ng/mL pour CAP, 0 et 500 ng/mL pour T, 0 et 500
mg/mL pour CTN. Les limites de détection observées dans
'étude, menée en Chine, sont conformes aux limites
acceptables, fixées par le ministere de la Santé et les
directives Européennes pour le Pb (0,02 mg/kg) et CTN (0,01
mg/kg). Les limites de quantification obtenues sont du méme
ordre de grandeur que celles obtenues en couplage HPLC-
MS/MS pour les pesticides : 0,1 pug/L pour MC-LR, 0,02 ng/mL
pour CAP. Ces valeurs permettent une lecture sur le terrain,
sans aucun équipement particulier. L'utilisation d’un lecteur
de coloration de bandelette permet d’améliorer la sensibilité

Outils et méthodes

de la méthode et d’obtenir une droite de calibration
permettant une analyse quantitative plus précise pour les 5
éléments testés. Le stockage des bandelettes pendant une
période de six mois n’affecte pas la sensibilité ou la
sélectivité.

Un biosenseur optique basé sur un réseau

de multiples enzymes pour le suivi d’un large
panel de familles chimiques dans le lait

Silletti S, Rodio G, Pezzotti G, Turemis M, Dragone R, Frazzoli C,
Giardi MT. An optical biosensor based on a multiarray of

enzymes for monitoring a large set of chemical classes in milk.
Sensors and Actuators B. 2015;215:607-617.

Résumé

La publication décrit la conception d’un systéme intégré
utilisant un biosenseur constitué d’un réseau enzymatique
couplé a une détection par fluorescence, pour le suivi de
différents contaminants présents dans le lait. Le dosage en
continu de six analytes (herbicide: Diuron, insecticide
organophosphoré :  Chlorpyrifos, dérivé  phénolique :
Catéchol, métabolites : Urée, lactose, acide lactique) est
réalisé, ces composés étant représentatifs de diverses
familles chimiques a tester pour garantir la qualité sanitaire
du lait. Les auteurs ont choisi la fluorescence comme mode
de quantification, afin de concevoir un systeme a flux
continu. Le biosenseur est ainsi constitué de 6 cellules
permettant d’analyser un méme échantillon de lait en
continu. Les cellules sont construites dans un matériau noir
inerte. A la base de chaque cellule sont logées deux LED* de
3mm de diametre émettant a la longueur d’onde spécifique
du biomédiateur. Les interactions entre les analytes du lait et
les biomédiateurs se déroulent en mode dynamique,
controlées par une pompe péristaltique de débit variant de
100 a 350 plL/min. Les biomédiateurs sélectionnés sont une
culture cellulaire totale (Chlamydomonas reinhardltii) et cing
enzymes (acétylcholinestérase, tyrosinase, uréase, f-
galactosidase, lactate  déshydrogénase). Pour les
biomédiateurs issus de C. reinhardtii, la présence de
chlorophylle permet une mesure directe de la lumiére
réémise a 730 nm apreés excitation a 630 nm, dont l'intensité
est altérée en présence des herbicides testés. L'uréase, qui
catalyse I'hydrolyse de l'urée et la lactate déshydrogénase
qui catalyse la conversion de I'acide lactique en pyruvate
permettent une détection de fluorescence a 655 nm d’un
fluorophore (Carboxynaphtofluoresceine) ajouté au milieu
réactionnel aprés irradiation a 595 nm. L'utilisation de
I'acétylcholinestérase, tyrosinase, et [-galactosidase,
nécessite une étape de fixation d’un fluorophore sur
'enzyme, le FITC*, permettant de suivre Iactivité
enzymatique en mesurant I'intensité de fluorescence a 510
nm apres irradiation a 470 nm. Le protocole analytique
consiste a préparer des solutions stocks des biomédiateurs a
une concentration optimisée par les auteurs. L’ajout d’un
volume de solution stock d’enzyme, ou d’enzyme dérivatisée
ou d’enzyme et de fluorophore est réalisé automatiquement,
ainsi que l'ajout d’un volume de lait prélevé en continu.
Aprés un temps d’incubation (de 10 ms a 10 minutes), la
lecture de fluorescence est réalisée, avant lavage automatisé
des six cellules et analyse suivante. Différents parameétres
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analytiques ont été déterminés par les auteurs. Les limites
de détection obtenues pour les pesticides sont de 1,1 ng/kg
pour le Diuron et de 0,6 pg/L pour le chlorpyrifos. Le
protocole analytique est ensuite validé par des mesures de
variance et de répétabilité, ainsi que par la définition d’une
gamme de linéarité pour chacun des analytes recherchés.

Commentaire

La matrice utilisée dans cette étude, le lait, peut étre
contaminée par un trés grand nombre de composés
chimiques. Il est donc essentiel de disposer de techniques
analytiques spécifiques de familles de composés ou de
fonctions chimiques, pour rapidement identifier et quantifier
une contamination et ainsi limiter le risque d’exposition a
des pesticides. Dans cet esprit, le biosenseur développé par
Silletti et al., a partir d’'un réseau enzymatique comme
biomédiateur, est parfaitement adapté. Les biomédiateurs
retenus pour assurer lidentification spécifique des
xénobiotiques recherchés, ont été optimisés afin de limiter
les interactions avec les constituants complexes du lait :
agrégats, protéines, vitamines, sels .... Les résultats obtenus
par les auteurs, en termes de sélectivité, permettent le suivi,
I'identification et la caractérisation de familles de pesticides,
pouvant spécifiquement interagir avec I'enzyme cible. Pour
le Diuron, herbicide de la famille des phénylurées*, le temps
d’incubation dans la cellule de détection est court, 10 ms et
la limite de détection obtenue : 1,1 ng/kg est inférieure a
spécification Européenne (LOQ 0,05 mg/kg). Pour le
chlorpyrifos, insecticide organophosphoré* et le catéchol,
dérivé phénolique, le temps d’incubation nécessaire est de
dix minutes. Les limites de détection obtenues sont
conformes a la réglementation pour le chlorpyrifos (0,6 pg/L
pour le biosenseur et LOQ de 1 pg/L pour la réglementation)
mais pas pour le catéchol (1,2 pg/kg pour le biosenseur et
LOQ de 0,02 pg/kg pour la réglementation). Cette trés
grande variabilité dans les limites de détection est liée au
mécanisme de transduction, chargé de traduire la quantité
d’analyte en une intensité de fluorescence, qui differe
suivant la molécule recherchée. Pour les herbicides reconnus
par I'extrait de culture cellulaire de C. reinhardtii, c’est le
degré d’oxydation du systéeme photosynthétique de I'enzyme
qui va entrainer directement une modification de I'intensité
de fluorescence, mesurée par le systéeme. Pour l'insecticide
organophosphoré et le dérivé phénolique, c’est I'activité
enzymatique qui est déterminée par les mesures de
fluorescence. Les résultats obtenus par les auteurs montrent
également un effet matrice, lié au lait. Il se traduit par une
variation de l'intensité de fluorescence provoquée par une
méme concentration en pesticide, entre un essai réalisé dans
une solution tampon et un essai utilisant un mélange
tampon/lait. Cet effet ne remet pas en cause I'utilisation du
biosenseur.

Développement de biosenseurs pour I'identification et la quantification

en temps réel des contaminants de I'’eau et du lait
Jean-Christophe GARRIGUES

CONCLUSION GENERALE

Ces deux articles montrent les avancées obtenues
dans le domaine des biosenseurs utilisés pour assurer
un controle continu ou directement sur un site
d’exploitation, dans I’évaluation de I'exposition a des
agents chimiques de natures trés variées. S’il existe
des études qui combinent le suivi des pesticides et
métaux lourds dans des matrices biologiques (7), les
méthodes de détection sont spécifiques pour chaque
classe d’agent chimique : ICP-MS(14) pour les métaux
lourds et HPLC-MS/MS pour les pesticides. De plus, la
préparation de I’échantillon est différente suivant
’analyte recherché, ce qui oblige au développement
de méthodes analytiques complexes. Les deux articles
analysés utilisent la méme méthodologie pour
'identification des diverses familles chimiques, sans
aucune préparation d’échantillon préalable. Cette
premiére avancée est majeure dans le domaine de la
chimie analytique. Les résultats obtenus montrent
'intérét a développer des biosenseurs pour le suivi de
I’exposition aux agents chimiques, puisque les limites
de détection obtenues sont conformes a la
reglementation Européenne en vigueur. Des limites de
détection homogenes et prometteuses sont obtenues
avec l'utilisation des immunosenseurs, de I'ordre de
0,5 a 0,05 ppb (15). Dans le cas de l'utilisation des
enzymes, les résultats obtenus sont plus hétérogenes.
Une limite de détection de l'ordre de 1 ppt(16) est
obtenue pour le Diuron et de I'ordre de 0,6 ppb pour
le chlorpyrifos. Cette disparité, qui est retrouvée dans
la littérature, peut s’expliquer par les mécanismes de
transduction du signal, qui suit [I'étape de
reconnaissance moléculaire. L’amélioration de ces
mécanismes de transduction ou [l'utilisation
d’analogues de biomédiateurs synthétiques de type
MIP (17) ou aptamere (18) est une piste explorée (8)
pour améliorer encore la sensibilité des biosenseurs.
Ces futurs développements permettront de disposer
de biosenseurs a spectre élargi, améliorant les
possibilités de suivi de I’exposition aux agents
chimiques utilisables en routine.
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GENERAL CONCLUSION

The two selected publications show the progress
obtained in the field of biosensors used to ensure an
on-site detection or continuous analysis, for the
evaluation of the exposure to various classes of
chemical agents. If studies exist which combine the
simultaneous monitoring of pesticides and heavy
metals in biological matrices (7), the detection
methods are specific for each class of chemical agent:
ICP-MS(12) for heavy metals and HPLC-MS/MS for
pesticides. Moreover the sample preparation is
different according to the required analyte, leading to
the development of complex analytical methods. The
two analyzed articles use the same methodology for
the identification of the various chemical families,
without any preliminary sample preparation. This first
advance is major in the field of analytical chemistry.
The results obtained show the interest in the
development of biosensors for the monitoring of the
exposure to chemical agents, since the limits of
detection obtained are in conformity with the
European directives. Reproducible and promising
limits of detection are obtained with the use of
immunosensors, about 0,5 to 0,05 ppb. With the use
of enzymes, the results obtained are more
heterogeneous. A limit of detection of about 1 ppt is
obtained for Diuron and about 0,6 ppb for chlorpyrifos.
This disparity, which is found in the literature, can be
explained by the mechanisms of transduction of the
signal, which follows the molecular recognition stage.
The improvement of these mechanisms of transduction
or the use of synthetic analogues of biomediators like
MIP (13) or aptamers are a track explored, (8) to still
improve the sensitivity of biosensors. These future
developments will promote biosensors with broad
spectrum, improving the possibilities for the
monitoring of the exposition to chemical agents,
usable in routine analytical methods.

Lexique

Aptamere : Oligonucléotide synthétique pouvant fixer un
ligand spécifique

BSA : Albumine de sérum bovin

ELISA : Dosage immuno-enzymatique sur support solide

FITC : Isothiocyanate de fluorescéine

GC : Chromatographie en phase gazeuse

HPLC : Chromatographie liquide haute performance

ICP-MS : Spectrométrie de masse a plasma induit

18G : Immunoglobulines de type G: classe de molécules
anticorps

LED : Diode électroluminescente

MIP : Polymere a empreinte moléculaire

MS : Détection par spectrométrie de masse

MS/MS : Détection par spectrométrie de masse en tandem

Outils et méthodes

Organophosphorés : Composés organiques contenant du
phosphore et utilisés comme insecticides

Phénylurées : Composés organiques dérivés de I'Urée et
utilisés comme herbicides

ppb : Partie par milliard : 1 ppb correspond a un rapport de 10°
ppt : Partie par trillion : 1 ppt correspond & un rapport de 10™
PVC : Polychlorure de vinyle, support polymére rigide
U-HPLC : Chromatographie liquide ultra-haute performance
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signal amplification. Sensor Actuat B-Chem 2015;210:290-
296

La publication présente le développement d’un biosenseur
utilisant une endonucléase comme biomédiateur dans la
quantification du mercure. L’amplification du signal est
assurée par l'activité DNAse de I'enzyme, qui conduit a une
limite de détection de 87 pM. Cet article n’a pas été retenu
car le biosenseur n’assure la détection que des ions Hg*".
Feng X, Cheng H, Pan Y, Zheng H. Development of glucose
biosensors based on nanostructured graphene- conducting
polyaniline composite. Biosens. Bioelectron 2015;70:411-417
La publication présente le développement d’un biosenseur
utilisant la glucose-oxydase immobilisée sur des nano-
composites de graphéme et polyanilline, pour quantifier le
glucose. La nano-structuration du biosenseur améliore la
sensibilité du systeme. Cet article n’a pas été retenu car le
biosenseur assure la détection du glucose uniquement.

Li Y et al. Colorimetric determination of 17B-estradiol based
on the specific recognition of aptamer and the salt-induced
aggregation of gold nanoparticles. Mater Lett 2015;159:221-
224

La publication présente le développement d’un biosenseur
utilisant un aptamere comme biomédiateur pour quantifier
I'cestradiol. La transduction est assurée par la mesure de
I'inhibition de I'agrégation de nanoparticules d’or. Cet article
n’a pas été retenu car le biosenseur assure la détection de
I'cestradiol uniquement.

Développement de biosenseurs pour I'identification et la quantification
en temps réel des contaminants de I'’eau et du lait
Jean-Christophe GARRIGUES
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Confort thermique en milieux
extrémes : vers la conception
de systemes de refroidissement
individuels efficaces

Période : avril 2015 a ao(t 2015

NEGLENEL LRI AL AV e[S | ludwig.vinches@gmail.com

Ecole de technologie supérieure - Département de génie mécanique - Montréal - Canada

Mots clés : confort thermique, contraintes thermiques, environnements extrémes, refroidissement liquide,
refroidissement par ventilation, systemes de refroidissement individuels, vétements de protection

De nombreuses activités professionnelles sont confrontées a un environnement de travail difficile en termes de température ou
d'humidité. Les pompiers, les fondeurs, les horticulteurs en serre, ou les mineurs sont soumis a des contraintes thermiques
difficilement supportables (1-3). Par exemple, dans les mines profondes, la température et I'humidité relative peuvent atteindre
respectivement 40°C et 80%. Des études ont montré que ce stress thermique induit un stress physiologique qui affecte la
concentration des travailleurs et diminue leurs capacités cognitives conduisant a une augmentation des accidents (4,5). De plus, ce
stress affecte aussi directement la productivité par une réduction du temps d’exposition et donc du temps de travail (5). Cette veille
scientifique s’attarde principalement sur les derniéres avancées en termes d’équipements de refroidissement individuels permettant
une amélioration du confort thermique des travailleurs en milieux extrémes.

Le premier article rapporte de récents travaux menés sur les effets de la ventilation comme facteur réduisant la contrainte
thermique due au microclimat sous les vétements de protection. Le second article présente une nouvelle méthode innovante pour la
conception de systeme de refroidissement liquide intégré aux vétements. En effet, c’est la premiere fois qu’un tel systeme est
intégré au textile.

Réduction de la contrainte de chaleur sous
I'isolation thermique des vétements
de protection: refroidissement du microclimat

par une méthode «physiologique»

Glitz KJ, Seibel U, Rohde U, Gorges W, Witzki A, Piekarski C,
Leyk D. Reducing heat stress under thermal insulation in
protective clothing: microclimate cooling by a 'physiological'
method Ergonomics 2015;58 (8):1461-9

Résumé

Les auteurs ont comparé [I'évolution de données
physiologiques de dix sujets soumis a une série de tests
physiques (marche sur tapis roulant incliné) en présence ou
pas d’un systeme de ventilation incorporé dans un vétement
a diffusion d’air sec. L'alimentation en air se fait par un tuyau
flexible relié au vétement avec un débit de 600 L/min.

Les principaux parametres physiologiques relevés sont la
fréquence cardiaque, la température corporelle interne, la
température de la peau et les pertes hydriques. En
complément, les auteurs ont demandé aux sujets testés leur
ressenti.

Au début des tests, la présence d’air sec n’influe pas sur la
fréquence cardiaque. Cependant, a la fin, une différence
significative apparait avec une fréquence de 149

battements/min sans ventilation alors qu’elle diminue a 123
battements/min avec. La température corporelle interne, en
fin de test, passe de 38,4 °C a 37,8 °C alors que la
température de la peau diminue de 2,4 °C (de 37,1 °C a 34,7 °C)
en présence du systéme de ventilation. Il est intéressant de
noter la diminution significative de la température de la peau
pendant chaque période de récupération lorsque celle-ci est
soumise a un courant d’air sec. Ce systeme de
refroidissement permet de réduire la vasoconstriction
contrairement aux systémes de refroidissement en contact
direct de la peau. Pour ce qui est des pertes hydriques, elles
se sont accumulées dans les vétements ou se sont
évaporées. En présence de ventilation, il s"accumule sept fois
moins de sueur dans les vétements et s’en évapore presque
cing fois plus. Il est nécessaire de combler ses pertes
hydriques par un apport d’eau régulier. Les tests de
perception montrent que la ventilation a un effet largement
positif sur le ressenti des sujets (diminution de la contrainte
thermique et facilité d’utilisation du systéme pendant les
phases de récupération). Par contre, des améliorations sont
nécessaires sur I'ergonomie du systeme (masse), afin de
limiter les contraintes physiques des utilisateurs.
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Commentaire

Cette étude vise a établir les effets significatifs d’un systeme
de ventilation sur les parametres physiologiques de sujets en
situation d’effort et donc de contraintes thermiques et
d’humidité. Les résultats obtenus sont trés intéressants. lls
mettent en évidence les capacités d’'un tel systeme a
améliorer le confort thermique.

Cependant, ces travaux ne rapportent que des données
obtenues avec un taux de ventilation de 600 L/min ce qui
permet d’évaporer des quantités suffisantes de sueur et
donc d’obtenir une efficacité significative. Bien que des
recherches aient montré qu’une ventilation de 80 L/min
n‘avait aucun effet sur les parameétres physiologiques, il
aurait été intéressant de mesurer ces mémes parametres a
des taux de ventilation variables (de 200 L/min a 400 L/min)
afin de déterminer une valeur a partir de laquelle le systeme
devient efficace. En effet, dans la perspective de conception
d’un systéeme de ventilation pour des travailleurs en milieux
extrémes, il est indispensable d’optimiser I'efficacité du
systeme, sa consommation énergétique et son ergonomie
(alimentation du systéeme en air par tuyau non adapté au
milieu du travail).

Afin d’apporter un complément a cette étude, il aurait été
souhaitable de mesurer la concentration de cortisol ou
d’adrénaline dans la salive, parametres qui refletent
beaucoup mieux que la température corporelle interne, le
stress subi par un organisme en plein effort (6,7).

Conception d'un vétement avec un systéme

intégré de refroidissement liquide

Bartkowiak G, Dabrowska A, Wtodarczyk B. Construction of a
garment for an integrated liquid cooling system Textile Research
Journal 2015;1:1-8.

Résumé

Les conditions de température et d’humidité dans des
secteurs manufacturiers tels que la métallurgie ou les mines
engendrent des astreintes thermiques contraignantes pour
les travailleurs. Cet inconfort est renforcé par I'utilisation de
vétements de protection imperméables a la vapeur d’eau
limitant grandement les mouvements.

Cet article présente les étapes de la conception d'un
vétement de refroidissement liquide basé sur le
développement d’un tricot tridimensionnel et multi-piéces.
La structure particuliere du tricot, en canaux, permet
d’'insérer les tubes de distribution du liquide de
refroidissement a méme le tricot. Le circuit de distribution
du liquide est pensé de maniére a rendre le gradient de
température imperceptible pour la personne qui le porte
(moins de 3 °C) permettant ainsi d’annihiler I'inconfort
thermique lié a la distribution inégale de la température.
Pour réaliser ce vétement, il faut 1) sélectionner les
matériaux adéquats pour la fabrication du tricot : une
couche interne, en contact avec la peau, conductrice de
chaleur et une couche externe absorbant I'humidité vers
I'extérieur du vétement de refroidissement, 2) identifier les
zones optimales du corps a refroidir et d’ajuster la
conception du systeme en conséquence et 3) tester les

Confort thermique en milieux extrémes : vers la conception
de systémes de refroidissement individuels efficaces
Stéphane HALLE et Ludwig VINCHES

propriétés physiques et thermo-physiques ainsi que
'ergonomie du vétement. Cela permet d’aboutir a un
systéme de refroidissement complexe combinant un tricot
multipiéces performant et ajusté a la morphologie humaine.

Commentaire

Les auteurs ont développé un nouveau systéme innovant
composé d’'un tricot tridimensionnel et multi-piéces dans
lequel le systeme de circulation du fluide réfrigérant
(composition et dangerosité non mentionnée) est
directement inséré.

Pour la premiére fois, le systtme de refroidissement est
intégré au textile. Bien que les auteurs mentionnent a
plusieurs reprises I'efficacité de leur prototype, aucun
résultat physiologique ou de ressenti n’est mentionné
(publication a venir).

Il aurait été pertinent que cette étude fournisse des
éléments de comparaison avec les systemes existants (8-10),
notamment les caractéristiques physiques et thermo-
physiques. Cela aurait permis de mettre en évidence la
viabilité du systéme notamment en ce qui concerne la
résistance thermique, I'absorption d’humidité ou encore la
perméabilité a I'air qui est donnée pour caractériser la
capacité du matériau a respirer. Cette propriété devrait étre
évaluée en mesurant la perméabilité a la vapeur d’eau étant
donné le contexte de I’étude (évaporation de la sueur).
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de systemes de refroidissement individuels efficaces
Stéphane HALLE et Ludwig VINCHES

CONCLUSION GENERALE

Ces articles ciblent deux techniques individuelles
d’amélioration du confort thermique. La premiére est
basée sur un systeme de ventilation incorporé dans un
vétement a diffusion d’air et la seconde sur un
systeme de refroidissement liquide faisant partie
intégrante du textile porteur.

Si la premiére technique a prouvé son efficacité par
des mesures de données physiologiques (fréquence
cardiaque, température corporelle ou pertes
hydriques) reliées au stress induit par I’exposition a un
milieu extréme, elle n’a aucune approche
ergonomique, bien que celle-ci soit envisagée par les
auteurs. De plus, elle est limitée aux environnements
ou la température n’est pas trop élevée (25 °C).
Cependant, elle reste un excellent point de départ
pour la conception d’un équipement de protection
individuel.

La seconde technique est basée sur un systéme
innovant composé d’un tricot tridimensionnel dans
lequel la circulation du fluide réfrigérant y est
directement intégrée. Cependant, I’article ne donne
aucune indication sur l'efficacité d’un tel systéeme et
aucune comparaison avec des techniques similaires
n’est présentée.

L’exposition a des contraintes thermiques extrémes
est la réalité de nombreuses professions. Le
développement d’équipements de protection adaptés
et ergonomiquement viables est une nécessité
urgente. Ces travaux soulignent les derniéres avancées
dans ce domaine en présentant deux techniques qui
pourraient se compléter efficacement.

Outils et méthodes

GENERAL CONCLUSION

These articles emphasize on two individual techniques
for improving thermal comfort. The first one is based
on a ventilation system incorporated in an air-
diffusing garment and the second one on a liquid
cooling system as an integral part of the carrier fabric.
If the first technique has proven its effectiveness by
physiological data measurements (heart rate, core
temperature and water loss) related to the stress
induced by exposure to an extreme environment, it
presents no ergonomic approach but this is envisaged
by the authors. In addition, this technique is limited to
temperature environments not too high (25 °C).
However, it remains an excellent starting point for the
design of personal protective equipment.

The second technique is based on innovative system
consisting of a tridimensional knit wherein the
circulation of the coolant is directly integrated.
However, the article gives no indication of the
effectiveness of this system and no comparison with
similar techniques is presented.

Exposure to extreme heat stress is the reality of many
professions. The development of appropriate
protective equipment, ergonomically viable, is
urgently needed. This work highlights the Ilatest
advances in this field.
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Cette étude souligne qu’il n’y a aucune différence en termes
de rendement au travail pour des pompiers soumis a des
conditions chaudes (32°C, 43 % d’humidité relative). De plus,
il a été montré que les sujets ont également évité une
augmentation de la fatigue cardio-vasculaire et thermique en
appliquant dans le protocole des pauses fréquentes et un
apport important en liquide.

Kim S, Lee JY Skin sites to predict deep-body temperature
while wearing firefighters' personal protective clothing
during periodical changes in air temperature. Ergonomics
2015

Cette étude a identifié les zones externes du corps
permettant d’évaluer la température interne de pompiers
portant des équipements de protection personnels et soumis
a des conditions de travail variant de 29,5 a 35,5° C. Les
résultats ont montré que le front et la poitrine sont les zones
les plus viables.

Shen D, Zhu N Influence of the temperature and relative
humidity on human heat acclimatization during training in
extremely hot environments. Building and Environment
2015;94(1) :1-11

Cet article détermine le temps nécessaire pour s’acclimater a
la chaleur en mesurant la variation d’indices physiologiques
comme la température rectale, la fréquence cardiaque et les
pertes hydriques. La méthodologie se base donc sur une
amélioration du confort thermique. Il apparait que I'humidité
relative affecte de maniére significative I'acclimatation a la
chaleur.

Confort thermique en milieux extrémes : vers la conception
de systémes de refroidissement individuels efficaces
Stéphane HALLE et Ludwig VINCHES
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Perceptions et acceptabilité sociale
de la phytoremédiation

Période : avril 2015 a aolt 2015

WEL RN Ao XA L L-E 1Y o) g (V]| marjorie.tendero@agrocampus-ouest.fr

Agrocampus Ouest — Groupement de recherche angevin en économie et management (Granem) et Agence de
I'environnement et de la maitrise de I'énergie (Ademe) — Angers - France

Mots clés : acceptabilité, attitude(s), décontamination, experts, perception(s), phytoremédiation, site pollué

La pollution des sols est un probléme mondial. En Europe, 340 000 sites sont potentiellement pollués* en 2014 [1]. En France, plus
de 6000 sites le sont en 2015, selon la base de données BASOL*. Les techniques de traitement les plus couramment utilisées,
notamment en France [2], reposent sur I'excavation*. Pourtant, la phytoremédiation* offre une alternative de traitement
intéressante car peu co(iteuse, pour dépolluer les sites pour lesquels il n’y a pas de projet de reconversion immédiat [3,4]. En France,
cette technique peine cependant a étre mise en ceuvre car elle est maitrisée par un nombre restreint de professionnels de la
dépollution du sol [2]. C'est également le cas au Canada, comme le montre le premier article. L'importance de former et d’informer
les professionnels de la dépollution du sol des potentialités qu’offrent les techniques de phytoremédiation est donc un enjeu majeur
afin de favoriser leur utilisation. D’autant plus que ces techniques sont préférées par les individus par rapport aux autres méthodes
de dépollution, comme le montre le second article sur la perception de la phytoremédiation des individus résidant a proximité d’un
site pollué au Canada. En termes de communication publique, ces deux articles montrent I'importance d’informer les individus des
potentialités qu’offre la phytoremédiation pour décontaminer les sites pollués. Cela permettra de favoriser le recours a une
technique de dépollution écologiquement et économiquement viable, et socialement accepté.

Information, valeurs et prise de décision
par les experts : le cas de la décontamination

des sols

Montpetit E, Lachapelle E. Information, values and expert
decision-making: the case of soil decontamination. Policy Sci
2015; 48 (4):1-17

Résumé

Le choix des politiques publiques doit étre fondé sur des
considérations objectives. Face a la complexité des décisions,
et au nom du principe de précaution, les décideurs publics
déleguent I'analyse des conséquences d'un choix
technologique aux experts. Cela n’est pourtant pas toujours
optimal : les experts sont soumis a des biais cognitifs*
affectant leur décision. C'est ce que montre l'article de
Montpetit et Lachapelle en prenant I'exemple du choix des
techniques de dépollution du sol au Canada.

Apres avoir présenté les deux systémes de raisonnement*
issus des théories de la psychologie cognitive, les auteurs
montrent sous quelles conditions ces systémes peuvent
amener les individus a opter pour des solutions moins
efficaces. Pour ce faire, les auteurs développent un
questionnaire en ligne aupres de 193 professionnels de la
dépollution du sol accrédités par le ministere de
I'environnement canadien, ou par les associations
québécoises de vérification environnementale. L'enquéte
identifie le degré de connaissance et [|‘opinion des
professionnels canadiens de la dépollution concernant la
phytoremédiation a partir d’échelles de Likert*. Elle

détermine également dans quelle mesure ils seraient préts a
recourir a la phytoremédiation a partir d’un scénario fictif de
contamination du sol pour lequel cette technique est la plus
adaptée.

Les résultats de cette étude indiquent que les experts
estiment étre mal informés des techniques de
phytoremédiation existantes. Cela les améne a privilégier
pour la majorité d’entre eux les méthodes de traitement par
excavation, sans tenir compte des caractéristiques du site.
Ne disposant pas des connaissances suffisantes sur la
phytoremédiation, les experts favorisent I'excavation, la
technique de traitement avec laquelle ils sont le plus
familiarisés. Ce choix est positivement corrélé avec leur
niveau d’expérience. L'utilisation de la phytoremédiation
augmente a mesure que les connaissances des
professionnels sur cette méthode s’améliorent.

Commentaire

Les décisions prises par les experts ne sont pas toujours
efficientes : les experts sont soumis a de nombreux biais [5—
7]. Ce constat a été mis en évidence dans une précédente
étude des mémes auteurs [7]. Cet article prolonge les
résultats obtenus, et montre I'importance, en termes de
politiques  publiques, d’une meilleure diffusion de
I'information concernant le panel des techniques de
traitement des sols. A plus long terme, c’est la question de la
formation, initiale et continue, des futurs professionnels aux
différentes techniques de phytoremédiation qui est en jeu.
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Il serait intéressant d’analyser I'impact de différents modes
de communication et de diffusion de l'information des
risques dans de futurs travaux de recherche, car
I'information dont disposent les experts détermine par la
suite la perception du risque du profane [8].

Perceptions de la reconversion d’un site
minier par phytoremédiation
par la communauté locale d’Abitibi-

Temiscamingue (Quebec)

Vodouhe FG, Khasa DP. Local Community Perceptions of Mine
Site  Restoration Using Phytoremediation in  Abitibi-
Temiscamingue (Quebec). Int J Phytoremediation 2015; 17
(10):962-72.

Résumé

Cet article analyse la maniere dont les individus, résidant a
proximité de sites pollués par des activités minieres au
Canada, appréhendent la phytoremédiation.

L’étude procede par une enquéte aupres de 30 individus,
sélectionnés par la méthode d’échantillonnage dite « boule
de neige*», comprenant des riverains, des employés du
secteur minier, des membres d’associations
environnementales et des collectivités locales, et des
décideurs publics. Les résultats des analyses des
correspondances multiples* montrent que les individus
pergoivent les risques sanitaires et environnementaux des
anciennes activités miniéres. Les analyses mettent aussi en
évidence que les individus percevant ces risques doutent
davantage de I'efficacité des techniques de remédiation. Les
impacts environnementaux et esthétiques déterminent le
choix des individus en matiére de dépollution. Ainsi, prés des
deux tiers des individus interrogés préférent la
phytoremédiation aux techniques d’excavation. Le prix n’est
pas une variable déterminant le choix des individus
interrogés car ils considérent que la dépollution incombe aux
exploitants miniers, seuls responsables de la contamination
des sols. Enfin, en ce qui concerne les végétaux pouvant étre
utilisés, les individus préferent les plantations d’arbustes qui
permettent une reconversion du site plus rapide qu’une
plantation de feuillus ou de coniféres, et qui assurent, selon
eux, une meilleure cohérence paysagere.

Commentaire

Cet article montre que les individus sont favorables a la
phytoremédiation, conformément a ce qui déja été mis en
évidence dans d’autres études [9,10]. Il indique également
que les individus sont sensibles a la temporalité des projets
de reconversion. Or, la phytoremédiation est une technique
qui nécessite plusieurs années pour étre efficace. Un effort
de sensibilisation sur les potentialités et les contraintes de
mise en ceuvre de la phytoremédiation doit donc étre fait
auprés des parties prenantes impliquées dans la
reconversion d’un site pollué.

L'étude se heurte cependant a un probleme
d’échantillonnage. La méthode utilisée introduit un biais
dans la représentativité de [I'échantillon. La taille de
I’échantillon interrogé est insuffisante pour généraliser les

Risques sanitaires
et société

résultats. De plus, d’autres paramétres comme par exemple
la visibilité du site pollué ou encore le contexte électoral,
auraient pu étre pris en compte dans l'analyse car ils
influencent la perception individuelle du risque et les choix
d’une technique de dépollution.

Toutefois, cette étude s’inscrit dans les recherches
concernant les  perceptions individuelles de Ia
phytoremédiation, domaine encore assez peu étudié dans la
littérature.

CONCLUSION GENERALE

La phytoremédiation est une technique de dépollution
efficace et conforme aux principes du développement
durable. Au Canada, cette méthode de traitement du
sol est préférée par les individus résidant a proximité
de sites pollués par rapport a I’excavation. Toutefois,
elle peine a étre mise en place car elle est méconnue
par les professionnels canadiens de la dépollution du
sol. Les résultats de ces études reflétent la situation
frangaise dans la mesure ou cette technique est peu
utilisée car maitrisée par un nombre restreint de
professionnels [2]. Afin d’améliorer I'efficacité du
choix des techniques de traitement du sol, un effort
d’information sur les différentes techniques de
traitement du sol existantes doit donc étre fait aupres
des intervenants lors de la reconversion d’un site
pollué. En particulier, un effort de sensibilisation sur
les potentialités et les contraintes de mise en ceuvre
de la phytoremédiation doit étre fait si I'on souhaite
développer l'utilisation d’une technique de
dépollution économiquement viable, et socialement
acceptée.

GENERAL CONCLUSION

Phytoremediation is a cost-effective and sustainable
method for cleaning up polluted sites. This technique is
preferred over excavation and off-site treatment by
Canadian people. Yet, Canadian decontamination
professionals lack of knowledge concerning this
method and phytoremediation is therefore barely
used. Hence, professionals should be aware of
alternative decontamination methods to make more
cost-effective choices. This situation is similar to the
French plight because phytoremediation is also barely
used among professionals. Therefore, in terms of
public communication, an emphasis should be put on
phytoremediation potentialities.

Lexique

Analyse des correspondances multiples : Méthode d’analyse
de données étudiant I'association entre deux variables
qualitatives de maniére graphique
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Base de données BASOL : Base de données nationale sur les
sites et sols pollués ou potentiellement pollués appelant une
action des pouvoirs publics a titre préventif ou curatif sous
I'égide du ministere de I’Ecologie, du Développement
Durable et de I'Energie.

Biais cognitif : Erreur déterminée par les mécanismes
cognitifs de traitement de I'information dans une situation
donnée.

Echantillon boule de neige : Méthode d’échantillonnage non
probabiliste développée par L Goodman permettant
d’augmenter la taille d’'un échantillon d’enquéte en utilisant
les réseaux sociaux des répondants.

Echelle de Likert: Echelle comprenant 4 a 7 degrés
permettant de classer les réponses d’accord ou de désaccord
d’un individu vis-a-vis d’une affirmation.

Excavation : Extraction des terres polluées stockées et/ou
traitées par la suite dans des installations spécifiques.
Phytoremédiation : Techniques de dépollution du sol
reposant sur |'utilisation de plantes et de microorganismes.
Site pollué : Site qui, du fait d'anciens dépots de déchets ou
d'infiltration de polluants, présente une pollution susceptible
de provoquer une nuisance ou un risque pérenne pour les
personnes et/ou l'environnement.

Systemes de raisonnement: Selon les concepts de K
Stanovich et R West, repris par D Kanheman, deux systémes
guident les raisonnements individuels : le systéme 1, intuitif
et émotionnel et le systéeme 2, réfléchi, calculatoire et
logique.
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L’article présente le projet européen GREENLAND visant a
promouvoir les techniques de phytoremédiation dans le cas
des pollutions du sol par les métaux lourds. Il développe un
cadre d’aide a la décision afin de faciliter le recours a ces
techniques de remédiation.

Schade CP, Wright N, Gupta R, et al. Self-Reported
Household Impacts of Large-Scale Chemical Contamination
of the Public Water Supply, Charleston, West Virginia, USA.
PLoS ONE 2015;10:e0126744

Cette étude analyse les conséquences sanitaires et
économiques pergus par la population locale dans le cas
d’une pollution des eaux a la suite d’un accident industriel
aux Etats-Unis. Elle traite de la maniére dont les riverains ont
appréhendé les dispositifs de communication et de
prévention du risque mis en ceuvre par les pouvoirs publics.
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Les initiatives se multiplient pour « ouvrir » le processus d’expertise des risques sanitaires et environnementaux a la société,
comme l'illustre la « Charte de I'ouverture de I'expertise a la société » ratifiée le 9 septembre 2011 par I'Anses. En effet, la
charte signée ce jour vise a construire, avec les acteurs de la société, une compréhension partagée des enjeux complexes des
situations a risques et des alternatives permettant d’y faire face. Cette ouverture doit ainsi contribuer a renforcer la qualité
des travaux que ces établissements apportent aux décideurs publics, ainsi que la confiance de la société a I'égard des
processus de décision.

Les deux articles présentés dans cette note explorent les effets de cette ouverture. Le premier article analyse comment les
institutions publiques « utilisent » les contributions des publics* auxquels elles font appel dans la construction des politiques
publiques de santé. Le second article revient sur les résultats d’'une expérience dans laquelle on a demandé a cing personnes,
qui ont pour spécificité de souffrir de diabéte et de n’appartenir a aucune association en lien avec la santé, de se prononcer
sur I'opportunité de commercialiser un nouveau traitement contre le diabéte, compte tenu des données de I'évaluation

scientifique et de leur expérience.

Conceptualisation des usages
de la participation du public dans le processus

de construction des politiques de santé

Li KK, Abelson J, Giacomini M, et al. Conceptualizing the use of
public involvement in health policy decision-making. Social
Science and Medicine 2015;138:14-21

Résumé

L'objet de cet article est d’examiner les modalités d’« usage
de la participation du public » (« use of public involvement »)
dans la construction des politiques de santé. Pour ce faire,
les auteurs ont réalisé 26 entretiens aupres d’acteurs ayant
10 ans d’expérience, pratique et/ou théorique, dans
I'articulation entre les politiques de santé au niveau régional
et la participation du public au Canada principalement, mais
aussi au Royaume-Uni et aux USA. L'expérience de ces
acteurs a été mise en perspective avec une revue de la
littérature anglo-saxonne sur l'usage des « procédures de
participation du public* » (PPP) dans les politiques de santé.

Les acteurs interrogés estiment que la notion d’ « usage » est
trop restrictive, car elle donne I'impression que les politiques
publiques sont définies a I'aide de variables, comme les
contributions du public, indépendantes. Or, les contributions
du public sont croisées, prises en compte, pondérées avec
d’autres types de données ou influences. Certains acteurs
préferent également parler d’influence, considérant que

I"utilisation des contributions du public dans la définition des
politiques de santé dépend des prises (donc de I'influence)
que les citoyens consultés ont sur la décision ou I'action [3].
Les auteurs définissent alors I« influence » comme la
capacité pour des citoyens de produire des effets sur les
décisions. Tandis que I'« usage » désigne la fagon dont les
décideurs s’appuient sur les contributions du public pour
modifier leurs choix. Dans le premier cas, on s’intéresse a ce
qui est produit par le public. Dans le second, on décrit ce que
font les décideurs.

Ainsi, pour les acteurs, la prise en compte des contributions
du public passe nécessairement par une écoute de ce que dit
le public. Une écoute dont le degré d’attention sera fonction
de la « plus-value » en termes de connaissances accordée
par les décideurs aux PPP et de la robustesse de cette
procédure, notamment la représentativité du public. Un des
interviewés a fait observer que les contributions du public
sont d’autant plus écoutées par les décideurs gu’elles
allaient dans le sens des choix déja effectués. Ensuite, les
interviewés pointent le réle important des « médiateurs »
qui portent et traduisent les contributions du public auprées
des décideurs pour gu’ils se les approprient plus facilement.
Ces médiateurs peuvent prendre la forme de services
spécifiques au sein des institutions comme les « Public
Engagement Support Units » au sein du ministere de la santé
de Nouvelle-Ecosse (Canada) ou l'unité « risques et société »
de I'Anses. Enfin, faire appel a des PPP implique d’expliquer
pourquoi certaines contributions du public ont été retenues
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et d’autres non, et comment elles ont été prises en compte
dans les décisions.

Commentaire

A partir de I'expérience d’acteur de la participation du public
dans les politiques de santé, les auteurs ont décrit un travail
en trois temps : I'écoute, la médiation et la restitution. Si les
auteurs se situent dans le champ des politiques de santé, on
peut supposer que ce modele s’applique a l'usage des PPP
dans les politiques publiques en général.

Surtout, leur analyse a mis en avant l'importance des
facteurs organisationnels, c’est-a-dire la mise en place d’une
organisation et donc de moyens soutenant ce travail au sein
des institutions. Cette importance des facteurs
organisationnels est peut étre aussi une conséquence du
choix des auteurs d’interviewer essentiellement des acteurs
mobilisés dans la légitimation des dispositifs participatifs au
sein des institutions.

L'implication de patients dans le processus
d’homologation des médicaments :

une étude de cas

Britten N, Denford S, Harris-Golesworthy F, Jibson S, Pyart N,
Stein K, Patient involvement in drug licensing: A case study.
Social Science and Medicine 2015;131:289-96

Résumé

L'objet de larticle s’inscrit dans le cadre des mobilisations
concernant le droit du public et des maladies en particulier
de participer a la définition des politiques pharmaceutiques,
que ce soit pour améliorer 'accés des malades aux nouveaux
traitements, comme dans le cas des associations de malades
du Sida [1], ou appeler a plus de transparence et de
précaution en matiere d’évaluation des risques sanitaires
relatifs a la commercialisation des produits
pharmaceutiques.

Pour les auteurs, se pose toutefois la question des conflits
d’intérét que les individus engagés dans ces mouvements
sociaux peuvent entretenir, notamment avec lindustrie
pharmaceutique pour ceux qui militent pour un meilleur
accés aux traitements. Des conflits d'intéréts qui peuvent
conduire 3 une sous ou une surévaluation des risques
sanitaires de certains médicaments. Les auteurs se
demandent alors si I'ouverture du processus d’évaluation a
un groupe de patients non militants permettrait d’avoir des
contributions plus équilibrées.

Les auteurs ont alors réuni 5 personnes diabétiques ou
prédiabétiques, déja impliquées dans wun dispositif
participatif (le PenPIG*), mais n’appartenant a aucune
association de malades. lls leurs ont ensuite demandé de
discuter la décision controversée de la « Food and Drug
Administration » (avril 2012), d’autoriser la
commercialisation du liraglutide, un nouveau traitement
contre le diabéte de type 2, en s’appuyant uniquement sur le
rapport d’expertise de la FDA et son résumé rédigé par les
auteurs. Outre I'observation des discussions, qui ont duré
1h30 environ, les auteurs ont interviewé les participants
individuellement avant et aprés le débat. L'objet de ces

De I'implication du public dans le processus d’expertise
a sa prise en compte dans les politiques de santé
Aymeric LUNEAU et Francis CHATEAURAYNAUD

entretiens était d’évaluer les effets de la discussion sur leurs
opinions et de recueillir leur avis sur cette expérience de
démocratie participative.

Les auteurs notent que les participants n‘ont pas hésité a
manifester leurs désaccords entre eux. Ensuite, la discussion
a porté sur deux points principaux. Le premier est la mise en
débat du processus d’expertise de la FDA et la validité d’'une
décision prise a partir de données partielles. Le second est la
mise en perspective des données de I'expertise par rapport
aux expériences des participants et la focalisation des débats
sur les risques plutot que les bénéfices du liraglutide. lls ont
ainsi insisté sur les effets « mineurs », comme la nausée, qui
dégradent significativement la qualité de vie des patients, et
les effets cardio-vasculaires ou cancérigenes.

A I'issue de la discussion, un vote a été organisé. Sur les cing
participant, 3 ont voté contre I'autorisation du liraglutide et
2 ont voté pour. Par ailleurs, les deux entretiens ont montré
que les participants avaient déja arrété leur décision avant
les débats et qu’ils n’ont jamais changé d’avis par la suite.
Enfin, les auteurs concluent que I'implication de patients
détachés de toute appartenance militante peut aboutir a une
évaluation plus équilibrée, car ils prétent autant d’attentions
aux effets bénéfiques et néfastes au regard de leur seule
expérience des traitements médicamenteux.

Commentaire

On retiendra d’abord gu’aucun membre du panel n’a changé
d’opinion concernant le liraglutide durant I'expérience. Un
effet qui résulte probablement du « biais de confirmation »*.
En revanche, cela invite a réévaluer I'importance des « effets
de cascade »* [2]. L’étude de Britten et al. indique ainsi que
les biais cognitifs sont moins des caractéristiques propres
aux dispositifs participatifs que des conséquences de leur
conception. Ainsi, la durée des débats (1h30) était
probablement trop courte pour que s’engage une réflexion
collective a méme de modifier les points de vue individuels.
Par contre, la taille restreinte du panel et le fait que les
membres étaient tous diabétiques et habitués des dispositifs
participatifs a certainement permis d’éviter qu’une personne
prenne |'ascendant sur les autres ou que le « poids de la
majorité » ne se fasse trop sentir.

Enfin, I'expérience décrite ici montre que Iévaluation
scientifique des risques sanitaires et/ou environnementaux
peut étre complétée par la mobilisation de « personnes
ordinaires » (riverains, patients, etc.) dont les « savoir
d’usage »* [4,5] mettent en lumiére des problématiques que
le regard d’expert ne retient pas nécessairement.

Anses ¢ Bulletin de veille scientifique n° 28 e Santé / Environnement / Travail ¢ Mars 2016



De I'implication du public dans le processus d’expertise
a sa prise en compte dans les politiques de santé
Aymeric LUNEAU et Francis CHATEAURAYNAUD

CONCLUSION GENERALE

Le premier article rend compte du processus
permettant aux contributions issues des PPP d’étre
prise en compte dans la définition des politiques de
santé. Ce processus commence par I'écoute de ce que
le public dit, laquelle dépend du crédit accordé par les
acteurs de la décision politique aux contributions du
public. Un crédit qui augmenterait avec la robustesse
des PPP.

C’est cette question de la robustesse des contributions
du public qu’aborde le deuxieme article. Partant d’une
étude de cas, Britten et al. montrent qu’un groupe
pérenne de patients non militants permet d’aboutir a
une évaluation des risques sanitaires plus équilibrée
que les groupes de malade et, éventuellement, de
pondérer I’évaluation scientifique par des « savoirs
d’usage ».

Enfin, un dispositif participatif robuste nécessite d’étre
intégré dans le fonctionnement ordinaire des
institutions, a I'instar du PenPIG.

GENERAL CONCLUSION

The first article analyses the process by which
contributions of public involvement are taken in
account in health policy decision-making. This process
begins with the listening of what the public says,
which depends on the faith that decision-makers have
in the public’s input. A faith which a robust public
involvement process reinforces.

The question which the second article deals with
concerns this robustness of public contributions. Based
on a case study, Britten et al. show that a separately
funded non activist patient group can make a more
balance health risk evaluation than embodied health
movements, and complete the scientific expertise with
“lay knowledge”.

Lastly, it appears from articles that a robust public
involvement process needs to be integrated into the
ordinary functioning of institutions, such as the
PenPIG.

Lexique

Biais de confirmation : Désigne notre propension a ne
retenir que les informations qui confirment nos opinions,
croyances, représentations

Effets de cascade : On distingue deux types d’« effet de
cascade ». La « cascade d’information » : dans un groupe, les
individus ont tendance a suivre I'opinion de celui qui est ou
semble le plus informé. La « cascade de réputation » : les
individus ont tendance a suivre la majorité pour éviter les
conséquences sociales liées a la position de contestataire.

Risques sanitaires
et société

Peninsula Patient Involvement Group (PenPIG) : Il réunit
des personnels soignants et des usagers des services de
santé britannique. Il participe aux activités du « Peninsula
Collaboration for Leadership in Applied Health Research and
Care » (PenCLARCH) concernant les orientations de la
recherche scientifique et des politiques de santé dans la
région du sud-ouest de I'Angleterre.

Procédure de participation du public : se traduit par public
involvement en anglais. Désigne I'ensemble des procédures,
instruments et dispositifs qui favorisent I'implication directe
des citoyens dans le gouvernement des affaires publiques.
En frangais, on parle aussi de dispositifs participatifs ou de
démocratie participative de maniére plus générale.

Public : désigne ici I'ensemble des individus impliqués dans
des dispositifs participatifs.

Savoir d’usage : se référe a la connaissance qu’a un individu
ou un collectif de son environnement immédiat et quotidien,
en s’appuyant sur I'expérience et la proximité. Il est aussi
appelé «savoir local », «savoir de terrain», « savoir
riverain ».
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a trois publications internationales parues pendant une période de
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une introduction générale de la problématique, suivie pour chaque
publication, d’'un résumé et d’'un commentaire dans lequel les points
pertinents sont analysés. Enfin, une conclusion générale fait le lien
entre les publications choisies, et propose une mise en perspective
des résultats.
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