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Résumeé

Imprégnation de la population Frangaise par les mycotoxines
Programme national de biosurveillance, Esteban 2014-2016

Les mycotoxines sont des substances secrétées par certaines souches toxinogénes de plusieurs
espéces de moisissures (champignons microscopiques) telles qu’Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Byssochlamys, Alternaria etc. qui contaminent notamment les céréales et les végétaux avant et ou
aprés la récolte. La toxicité des mycotoxines dépend de I'espéce et de la nature de la toxine.
Elles sont en général thermostables, résistent aux procédés de transformation et peuvent se
retrouver dans de nombreuses denrées alimentaires et étre responsables d’intoxications aigués ou
chroniques chez 'lhomme ou les animaux. Sur les 300 a 400 mycotoxines connues, une dizaine
d’entre elles peuvent étre a l'origine de pathologies animales ou humaines : les aflatoxines (AF),
l'ochratoxine A (OTA), les fumonisines le déoxynivalénol (DON), les toxines T-2 et HT-2, les
trichotécénes (TC), la zéaralénone (ZEN) et les patulines qui contaminent les fruits notamment la
pomme. En 1993, le CIRC (Centre international de recherche sur le cancer) a classé les aflatoxines
dans le groupe 1, cancérogéne pour 'hnomme ; 'AFB+, considérée comme I'un des plus puissants
cancérogénes génotoxiques naturels, est classé dans le groupe 1 (CIRC, 2002). L’'organe cible est
le foie. Quant a 'OTA, il est considéré comme peut-&tre cancérogéne pour ’homme et classé dans
le groupe 2B (1993) ; chez 'homme tout comme chez les animaux, le rein est le principal organe
cible. L'OTA aurait aussi des effets immunotoxiques et neurotoxiques. De par leurs effets néfastes,
I'exposition aux mycotoxines doit rester aussi faible que possible pour protéger la population.
L’OMS encourage a surveiller les teneurs en mycotoxines dans les aliments car elles représentent
un risque pour la santé humaine et animale.

En France, les données d’'imprégnation de la population frangaise par les mycotoxines sont quasi
inexistantes a I'exception d’'une étude réalisée dans trois régions frangaises [1, 2]. L’étude
transversale Esteban (Etude de santé sur I'environnement, la biosurveillance, I'activité physique et
la nutrition) a permis de mesurer les niveaux d’'imprégnation par les aflatoxines et 'OTA de la
population en France continentale agée de 6 a 74 ans entre avril 2014 et mars 2016. L'objet de cette
note est de présenter les résultats de l'imprégnation par les AF et 'OTA, et d’analyser les
déterminants de I'exposition a 'OTA chez les adultes. Les aflatoxines B+, Bz, G1, G2, M1 n’étaient
pas quantifiées, ni chez les enfants ni chez les adultes. Pour 'OTA, le pourcentage de quantification
était égal a 45,5% chez les enfants et a 47,8% chez les adultes. Les moyennes géométriques des
niveaux d’'imprégnation par 'OTA étaient inférieures a la LOQ ou non fournies compte tenu du taux
de censure important. La recherche des déterminants de I'exposition par I'OTA, essentiellement
alimentaire, chez les adultes montrait une augmentation de l'imprégnation avec la consommation
de charcuteries. Toutes les associations n’avaient probablement pas pu étre identifiées du fait de la
petite taille de I'échantillon. Une prochaine étude de biosurveillance pourrait permettre d’approfondir
la recherche de déterminants des imprégnations observées et d’élargir la connaissance de
l'imprégnation de la population frangaise a d’autres mycotoxines.
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Abstract

Impregnation of the French population by mycotoxins.
National human Biomonitoring Program, Esteban 2014-2016

Mycotoxins are substances secreted by certain toxigenic strains of several species of molds such
as Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Byssochlamys, Alternaria, etc. that contaminate cereals and
plants before and or after harvest. The toxicity of mycotoxins depends on the species and the nature
of the toxin. They are generally thermostable, resist processing and can be found in many foodstuffs
and be responsible for acute or chronic poisoning in humans or animals. Of the 300 to 400 known
mycotoxins, about ten of them can be the cause of animal or human pathologies: aflatoxins (AF),
ochratoxin A (OTA), fumonisins, deoxynivalenol (DON), T-2 and HT-2 toxins), trichothecenes (TC),
zearalenone (ZEN) and patulins which contaminate fruits, especially apple. The IARC in 1993
classified aflatoxins in group 1, carcinogenic to humans; AFB; is considered one of the most powerful
natural genotoxic carcinogens. The target organ is the liver. As for OTA, it is considered as possibly
carcinogenic to humans and classified in group 2B (1993); in humans as well as in animals, the
kidney remains the main target organ. OTA would also have immunotoxic and neurotoxic effects.
Because of their adverse effects, exposure to mycotoxins should be kept as low as possible to
protect the population. WHO encourages monitoring of mycotoxin levels in foods as they pose a risk
to human and animal health.

In France, the data of impregnation of the French population by mycotoxins are almost non-existent
except for a study carried out in 3 French regions [1, 2]. The Esteban (Environmental, Biomonitoring,
Physical Activity, and Nutrition Health Study) cross-sectional study measured aflatoxin and OTA
impregnation levels in the population in mainland France aged 6 to 74 years between April 2014 and
March 2016. The purpose of this note is to present the results of FA and OTA impregnation, and to
analyze the determinants of OTA exposure in adults. Aflatoxins B+, B2, G1, G2, M1 were not quantified
in either children or adults. For OTA, the percentage of quantification was equal to 45.5% in children
and 47.8% in adults.

The geometric means of OTA impregnation levels were lower than the LoQ or not provided given
the high rate of censorship. Investigation of the determinants of OTA exposure, primarily dietary, in
adults showed an increase in impregnation with consumption of deli meats. Not all associations
could probably be identified because of the small sample size. The next biomonitoring study could
allow to deepen the research of determinants in adults, to know those of children and to widen the
knowledge of the impregnation of the French population to other mycotoxins.

KEY WORDS: BIOMONITORING; ESTEBAN; IMPREGNATION; EXPOSURE; TOXICS;
ENVIRONMENT; GENERAL POPULATION; OCHRATOXIN A; AFLATOXINS;
MYCOTOXINS; DETERMINANTS; CHILDREN, URINES, BIOMARKERS,
EXPOSURE REFERENCE VALUE
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INTRODUCTION

Les mycotoxines sont des composés toxiques produits naturellement par certains types de
moisissures ou champignons microscopiques. Ces moisissures se développent sur les céréales, les
fruits séchés, les fruits secs oléagineux, les épices, le café, les fruits, le thé, etc., avant ou apreés la
récolte, pendant la conservation. La plupart des mycotoxines sont chimiquement stables et résistent
aux traitements thermiques ou de séchage des aliments. Cependant, des procédés a sec, la
torréfaction ou le raffinage réduisent considérablement la teneur de certaines mycotoxines dans les
aliments. Les mélanges d’aflatoxines sont classées par le CIRC (Centre international sur la
recherche contre le cancer) : cancérigenes certain (groupe 1), I'aflatoxine M, et 'ochratoxine A sont
classées dans le groupe 2B (cancérigéne possible) par le CIRC depuis 1993 [3, 4]. La contamination
d’'un méme aliment par plusieurs mycotoxines est relativement fréquente, une méme espéce de
moisissure peut produire plusieurs toxines et, inversement, différentes moisissures peuvent produire
la méme toxine, ainsi la co-exposition a plusieurs mycotoxines est probable avec des effets
toxicologiques additifs ou synergiques. En effet, plus de 1 000 sortes ont été identifiées et les
chercheurs d'Inrae’ ont montré que la toxicité cumulée de plusieurs mycotoxines, est supérieure a
la somme des toxicités de chacune d’elles?.

Une carcinogénicité, une hépatotoxicité, une néphrotoxicité, une hématotoxicité ainsi que des
troubles endocriniens sont liés a une exposition chronique a de faibles niveaux de mycotoxines [3].
De plus, les mycotoxines peuvent entrainer des déficiences métaboliques et biochimiques, des
réactions allergiques, des maladies immunitaires et des troubles de la reproduction. L'effet des
mycotoxines sur la santé humaine dépend du type de toxine, de son métabolisme, de la
pharmacocinétique et de I'accumulation de la mycotoxine, des conditions d'exposition, de I'dge, du
sexe, du systéme immunitaire et de I'état de santé de la personne exposée [5, 6]. Eviter les
contaminations est donc un enjeu important pour la santé.

L’étude Esteban a permis pour la premiére fois de disposer d’'une distribution des niveaux
d’'imprégnation par les mycotoxines (AF et OTA) urinaires sur un échantillon représentatif national
d’adultes &gés de 18 a 74 ans ainsi que dans un échantillon d’enfants &gés de 6 a 17 ans vivant en
France métropolitaine.

Aprés un rappel des généralités sur les mycotoxines, leurs principales sources d’exposition et les
effets de cette exposition sur la santé (1), ce document présente la méthode utilisée pour la collecte
des données et leur analyse (2), puis les résultats descriptifs des niveaux d'imprégnation par les
mycotoxines observées dans le cadre de I'étude Esteban (3) et enfin les résultats de la recherche
des déterminants de I'exposition a 'OTA dans la population cible des adultes (4).

1 L’Inrae, Institut national de recherche pour I'agriculture, I'alimentation et I'environnement est né en janvier 2020. Il est issu de la fusion
entre I'lnra, Institut national de la recherche agronomique et Irstea, Institut national de recherche en sciences et technologies pour
I’environnement et I'agriculture.

2 https://www.inrae.fr/actualites/letude-fin-mycotoxines

SANTE PUBLIQUE FRANCE / Imprégnation de la population frangaise par les mycotoxines.
Programme national de biosurveillance, Esteban 2014-2016 / p. 7


https://www.inrae.fr/actualites/letude-fin-mycotoxines

1.GENERALITES SUR LES MYCOTOXINES

1.1. Les mycotoxines, origines et réglementations

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires produits par des souches toxinogénes de
diverses espéces de moisissures. La toxicité des mycotoxines chez 'homme est variable selon la
nature de la toxine. On distingue plusieurs familles :

- Les aflatoxines (AF), constituent un groupe de 18 composés présents dans la nature, elles
sont produites par des souches de moisissures appartenant au genre Aspergillus. Les 4
formes les plus couramment rencontrées dans les aliments sont AFB1, AFB;, AFG1, AFG,
retrouvés dans les fruits secs dont les figues, les graines oléagineuses, les céréales et leurs
produits dérivés ; ’AFM; un produit de métabolisation de 'AFB+ est quant a elle retrouvée
dans le lait et les produits a base de lait suite a I'alimentation des animaux par des aliments
contaminés.

- Les toxines d’Alternaria : produites par le genre Alternaria, elles contaminent les pommes,
les tomates, les agrumes et leurs produits dérivés. On les retrouve aussi sur les olives, les
graines de tournesol et de colza. Les mycotoxines produites sont: l'alternariol, I'ester
monométhylique d’alternariol, I'acide ténuazonique, l'alténuéne et les altertoxines. Leur
présence dans les aliments est faible.

- Les fumonisines (FB) dont les formes les plus répandues sont B1, B2 et B3, sont produites
par des souches toxinogénes d’espéces appartenant au genre Fusarium. FB1 et FB> sont
retrouvés dans les céréales, FB3 est minoritaire.

- Les ochratoxines (OT): Les OTA, OTB et OTC sont produites par des moisissures
appartenant aux genres Aspergillus et Penicillum. L’OTA forme majoritairement répandue,
contamine de nombreuses denrées végétales: blé, mais, riz, café, cacao, graines
oléagineuses, raisin etc., ainsi que dans les boissons (vins, jus de fruits, biere) dans des
zones au climat plutoét tempéré. Cette contamination peut survenir au champ ou lors du
stockage de ces denrées. De plus, la contamination possible de I'alimentation a destination
des animaux peut entrainer une contamination des denrées animales destinées a la
consommation humaine, en particuliers les abats mais aussi dans les viandes (porcs et
volailles).

- La patuline (PAT) produite par les souches toxinogénes d’Apergillus, de Penicillium et de
Byssochlamys en climat tempéré, on la retrouve principalement dans les fruits en particulier
la pomme et ses produits dérivés (jus, compotes, etc.)

- Les trichotécénes (TCT) sont des mycotoxines produites par les souches toxinogénes du
genre Fusarium. Elles contaminent les céréales (blé, mais, riz, orge, etc) et les fruits secs
produits en climat tempéré. |l existe 4 groupes de TCT ; le groupe A comprenant la toxine T-
2, toxine HT-2, le diacétoxyscirpénol (DAS) le monoacétoxyscirpénol (MAS), le T-2 triol et le
néosolaniol (NEO); le groupe B comprenant le nivalénol, le déoxynivalenol (DON) le
3-acétyldéoxynivalénol (3-Ac-DON), le 15-acétyldéoxynivalénol (15-Ac-DON) et Ia
fusarénone X (FusX) ; le groupe C comprenant notamment la crotocine et enfin le groupe D
comprenant les verrucarines, les roridines et les satratoxines. Les groupes A et B sont les
plus retrouvés dans I'alimentation. D’aprés I'Anses, 2009 [7], les toxines T-2 et HT-2, le DAS,
le nivalénol et le DON sont considérés comme les toxines les plus préoccupantes parmi la
famille des trichotécénes.

- La zéaralénone (ZEA) sont produites par des souches toxinogénes du genre Fusarium et
dans une moindre mesure Aspergillus en zone tempéré. On les retrouve dans les céréales
(blé, mais, riz, etc.) mais aussi dans les produits animaux par la contamination de
I'alimentation animale.
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Parmi ces différentes familles de mycotoxines, I'étude d’imprégnation par les mycotoxines dans
Esteban a porté sur deux familles ; les aflatoxines et 'ochratoxine A.

A cause des effets nocifs de certaines mycotoxines, il existe plusieurs réglements ou
recommandations européens s’appliquant en France quant a leur présence dans les aliments
notamment :

- pour l'alimentation animale :

v Directive du parlement européen sur les substances indésirables dans les aliments pour
animaux (2002/32/CE).

v Recommandation de la Commission du 17 aolt 2006, concernant la présence de
déoxynivalénol, de zéaralénone, d’ochratoxine A, des toxines T-2 et HT-2 et de
fumonisines dans les produits destinés a I'alimentation animale (2006/576/CE).

v Recommandation de la Commission européenne concernant la présence de toxines T-
2 et HT-2 dans les céréales et les produits a base de céréales (2013/5165/CE).

- Pour l'alimentation humaine

v" Reéglement (CE) N° 1881/2006 de la Commission du 19 décembre 2006 portant fixation
de teneurs maximales pour certains contaminants (aflatoxines, 'ochratoxine A (OTA),
la patuline (PAT), le DON, la zéaralénone (ZEN), les FBs (somme des FB1 et FB2), la
somme des toxines T-2 et HT-2, et la citrinine) dans les denrées alimentaires, modifié
par les réglements (CE) N°1126/2007, 565/2008, 629/2008, 105/2010, 165/2010,
420/2011. Ce réglement prévoit également des limites réglementaires beaucoup plus
faibles pour les aliments destinés aux nourrissons et aux jeunes enfants en raison de
leur vulnérabilité particuliére et des différents modes de consommation. Outre les
teneurs maximales en mycotoxines, le réglement (CE) 401/2006 de 'UE prévoit des
plans d’échantillonnage en fonction de neuf groupes différents de denrées alimentaires,
en tenant compte de la distribution hétérogéne des mycotoxines dans les produits
agricoles (CE, 2006b).

En effet, les risques potentiels pour la santé humaine et animale ont été pris en compte par
différentes organisations (FAO, FDA, OMS, CE) qui sont dotées d’'une réglementation déterminant
les concentrations maximales autorisées pour certaines mycotoxines dans les denrées destinées a
I'alimentation humaine et animale. A titre d’'exemple, la teneur maximale en aflatoxine B1 autorisée
par la CE est de 2 ug. kg™ dans les céréales destinées a I'alimentation humaine et de 20 ug. kg™’
dans celles destinées a I'alimentation animale. En raison des effets cancérogénes génotoxiques
sans seuil, il est important de réduire I'exposition a un niveau aussi faible que possible.

Enfin, la commission européenne recommande aux états membres, avec I'appui des industriels, de
mettre en place une surveillance visant a détecter la présence des toxines T-2 et HT-2 produites par
le groupe A des trichotécenes dans les céréales et les produits a base de céréales (2013/165/UE
du 27 mars 2013) ainsi que, en cas de dépassement des valeurs indicatives proposées, de réaliser
des enquétes pour mieux comprendre I'origine des contaminations.

1.2. Exposition de la population

1.2.1. Les expositions alimentaires

La voie d'exposition la plus courante aux mycotoxines est l'ingestion par l'alimentation, soit par
exposition directe via la consommation de produits agricoles directement contaminés, soit par
exposition indirecte via la consommation d'aliments dérivés d'animaux nourris avec des aliments
contaminés. La consommation d’aliments contaminés par 'homme est reconnue comme la
principale source d’exposition.

Dans la deuxiéme étude de l'alimentation totale francaise (EATZ2) réalisée entre 2006 et 2010 [8],
les contributeurs pour les mycotoxines DON et ses dérivés étaient le pain et les produits de
panification seéche aussi bien chez les adultes (60%) que chez les enfants (40%).
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Pour la toxine T-2, les contributeurs étaient les pates (44%) le pain et les produits de la panification
seéche (18%) chez les adultes, et les mémes : les pates (46%), le pain et les produits de la
panification séche (46%) chez les enfants. Pour la Toxine HT-2, comme contributeurs, on retrouve
également respectivement chez les adultes et les enfants : le pain et produits de panification séche
(61% et 40%) et les pates (23% et 36%).

Pour la patuline, chez les adultes, les fruits apparaissent comme le contributeur majoritaire a
I'exposition a la patuline (45-50%), suivis des compotes et fruits cuits (38%) et chez les enfants, les
contributeurs majoritaires a I'exposition sont les boissons fraiches sans alcool (environ 40%) et les
compotes et fruits cuits (47%).

Concernant I'ochratoxine A, le nivalénol, la patuline et la zéaralénone, les résultats de 'EAT2
montrent une diminution des expositions de la population aux mycotoxines par rapport a 'EAT1.
La mise en place en 2006 de la réglementation relative aux teneurs maximales en certaines
mycotoxines dans les aliments (AF, OTA, déoxynivalénol, zéaralénone, fumonisines, toxines T-2 et
HT-2) serait a I'origine de cette baisse.

L’exposition aux fumonisines et aux aflatoxines estimée dans 'EAT2 est équivalente a celle estimée
lors de 'EAT1, alors que celle du déoxynivalénol a augmenté.

Les résultats de 'EAT2 [9] montraient que le risque peut étre écarté pour la population générale
pour 'ochratoxine A, les aflatoxines, la patuline, le nivalénol, les fumonisines et la zéaralénone.
En revanche, il ne peut étre écarté pour le déoxynivalénol et ses dérivés acétylés, pour lesquels les
calculs d’exposition montrent des dépassements des VTR (valeur toxicologique de référence).
Pour les toxines T-2 et HT-2, il est impossible de conclure quant au risque lié a I'exposition
alimentaire en raison des performances analytiques insuffisantes. En 'absence de VTR, il n’a pas
non plus été possible de conclure pour quatre autres mycotoxines (ochratoxine B, fusarénone X,
diacétoxyscirpénol et monoacétoxyscirpénol).

Dans I'EATI, étude de I'alimentation totale infantile frangaise (0-3 ans) [10], I'exposition alimentaire
aux toxines T-2 et HT-2, aux DON (déoxynivalénol) et ses dérivés acétylés est jugée préoccupante.
Pour ces toxines, les efforts afin de diminuer les expositions doivent étre poursuivis. Par ailleurs,
'Anses considére toujours d’aprés les résultats de 'EATI que le risque alimentaire ne peut étre
écarté pour 'OTA et les aflatoxines pour lesquelles des efforts au niveau analytique doivent étre
réalisés afin de mieux caractériser I'exposition de la population infantile.

Par ailleurs, les mycotoxines suivantes : aflatoxines des groupes B et G et M1, fumonisines B et By,
ochratoxine A, patuline, trichothécénes (toxine T-2, toxine HT-2, déoxynivalénol (DON) et
zéaralénone sont des substances réglementées dans certaines denrées alimentaires.

Enfin, a la demande de la commission européenne, 'Efsa (European Food Safety Authority - Autorité
européenne de sécurité des aliments) a mis a jour son avis de 2006 [11] par un nouvel avis
scientifique sur I'évaluation des risques de l'ochratoxine A dans les aliments, publié en mai 2020.
D’apres I'Efsa, les principaux contributeurs a I'exposition alimentaire chronique a 'OTA étaient la
viande en conserve, le fromage, les céréales et produits a base de céréales. Les fruits secs et frais
tels que les raisins, les figues et les dattes ainsi que les jus de fruits et les nectars contribuaient
également a l'exposition de certains groupes. Les confiseries non chocolatées étaient une source
importante d'exposition dans les pays ou les bonbons a base de réglisse sont couramment
coNsSommes.

Concernant les eaux, les eaux de pluie peuvent entrainer les mycotoxines se trouvant dans les
céréales, mais également celles contenues dans le fumier. Les mycotoxines peuvent alors se
retrouver dans I'eau. D’autre part, des moisissures peuvent se développer dans les systémes de
distribution d’eau [12]. L’évaluation de leurs présences dans I'eau de riviere et 'eau de boisson
réalisée par 'Anses en 2015 montrait la présence des mycotoxines dans les eaux de surface,
souterraines et de stations d’épuration dans des quantités plus faibles que celles détectées dans les
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aliments. La présence de plusieurs mycotoxines cancérogénes (aflatoxines, ochratoxine) dans les
eaux en bouteille pose la question des effets synergiques possibles entre elles [13].

1.2.2. Les expositions environnementales

Les humains et les animaux peuvent également étre exposés a des mycotoxines par inhalation de
poussiéres contaminées dans des environnements intérieurs. Les particules respirables inférieures
a 1,0 micron peuvent aussi servir de vecteur de mycotoxines. Des études ont prouvé que les
mycotoxines peuvent également pénétrer dans I'organisme par voie cutanée. La mesure de la
cinétique de I'AFB;, de I'OTA, de la fumonisine B1, de la citrinine, de la zéaralénone et de la toxine
T-2, a montré que I'OTA avait la pénétration la plus élevée tandis que I'AFB+ a le taux de perméabilité
le plus faible [14]. Ainsi, dans une exposition environnementale plus compléte I'inhalation et/ou les
voies cutanées devraient également étre prises en compte car elles peuvent étre observées dans
certains environnements agricoles (dépOts de céréales, usines d'aliments pour animaux ou
entrepdts, etc.), dans les secteurs de la gestion des déchets ou dans des environnements intérieurs
contaminés par les moisissures [15, 16].

L'exposition par inhalation et/ou par contact cutané est connue dans différentes branches de
l'industrie, en particulier la ou des environnements fortement poussiéreux sont présents et ou la
manipulation de produits poussiéreux (par exemple, céréales, épices ou café) est effectuée.

Quelques études décrivent cette exposition en milieu professionnel [17]. Des études
épidémiologiques ont montré un réle possible des aflatoxines comme facteur de risque professionnel
avec un risque accru de cancer primaire du foie chez les travailleurs des moulins a grains en Suéde
par exemple [18].

1.2.3. Les expositions professionnelles

Les travailleurs peuvent potentiellement se trouver exposées a des mycotoxines essentiellement
dans les secteurs suivants :

- secteur agricole ou d’élevage (fermes, silos, moulins a grains, élevages d’animaux, entrepdts
a grains, récoltes et manipulations des céréales) ;

- fabrication d’aliments pour animaux (tourteaux...), manipulation de fourrage ;

- transformation de denrées alimentaires (café, épices, céréales, fruits a coque...) ;

- compostage de déchets verts ;

- interventions sur les batiments endommagés par I'eau ;

- laboratoire d’analyse, de recherche et de contréle dans les industries agroalimentaires
essentiellement.

En France, une étude, publié en 2010, a permis de connaitre auprés de 76 agriculteurs en
Normandie (23-74 ans), les niveaux d’imprégnation urinaires au désoxynivalénol (DON) et son
métabolite DON dé-époxy-désoxynivalénol (DOM-1). Le DON a été détecté dans la totalité des
échantillons (intervalle de 0,5 a 28,8 ng mL") et DOM-1 dans 26 échantillons (intervalle de 0,2 a
2,8 ng mL™") [19]. Des études d’imprégnation par les mycotoxines ont été réalisées auprés des
professionnels de certains secteurs d’activités [15, 20, 21].

1.2.4. Les autres sources d’exposition

On retrouve certaines mycotoxines dans le lait maternel ou le lait de vache. Pour 'AFM; dans le lait,
sa présence est limitée, d’aprés les estimations, entre 0,1% et 0,4% [22] et I'exposition de
nourrissons a ’AFM; a partir du lait maternel a été notée dans les pays en développement [23, 24].
La présence d’AFM; dans le lait de vache ou de brebis consommant du fourrage contaminé par
'AFB+ est une source supplémentaire d’exposition. L'OTA est également retrouvée dans le lait
maternel [25]. Les niveaux dans le lait sont variables, compris entre 0,01 et 10 ng. mL™" pour les
enquétes menées en Europe. Certaines contaminations plus élevées ont été relevées : jusqu’a
337 ng mL" en Sierra Leone. Ces données montrent que le nourrisson peut étre exposé a 'OTA par
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le lait maternel. Ces éléments doivent étre pris en compte dans I'évaluation de I'exposition du
nourrisson a I'OTA et la caractérisation du risque pour le nourrisson. Ainsi, il existe des données sur
la surveillance de certains mycotoxines dans le lait et les aliments infantiles a base de lait [23, 26-29].

1.3. Devenir dans I'organisme

1.3.1. Absorption et distribution

L’AFB1 est métabolisée au niveau du foie, son métabolisme se produit via les cytochromes
hépatiques. L’aflatoxine M1 (AFM1) est un métabolite toxique de 'AFB1 retrouvé dans le lait et les
produits laitiers. La demi-vie de 'AFB+ serait de soixante-quatre heures environ alors que celle de
'AFB1-lys due a sa stabilité avec la lysine dans le sérum humain serait de deux a trois mois [30].
Ainsi 'AFM; urinaire est considérée comme le biomarqueur de I'exposition a court terme a I'AFB;.

L'OTA est rapidement absorbée et distribuée, mais lentement éliminée et excrétée, ce qui entraine
une accumulation potentielle dans l'organisme, principalement due a la liaison aux protéines
plasmatiques et a un faible taux de métabolisme. Dans le plasma, 'OTA, par son caractére lipophile,
se lie aux protéines plasmatiques (principalement I'albumine a 99%), ce qui prolonge son temps de
demi-vie plasmatique. Les demi-vies plasmatiques varient de plusieurs jours chez les rongeurs et
les porcs a plusieurs semaines chez les primates non humains et les humains. La demi-vie de 'OTA
dans le sérum chez 'homme exposé par voie orale est estimée a 35,5 jours [31]. La principale voie
métabolique de I'OTA est I'hydrolyse en OTa, suivie de la conjugaison avec l'acide glucuronique.
Sur la base d'une dégradation efficace dans le rumen des ruminants - forte activité microbienne, les
protozoaires sont majoritairement impliqués dans le processus de dégradation de I'OTA -, les
niveaux d'OTA dans le lait de vache sont faibles, ainsi donc, des concentrations d'OTA relativement
élevées ont été trouvées dans le lait maternel comparativement a celles trouvées dans le lait de
vache [11].

1.3.2. Elimination - Excrétion

L’élimination de ’AFB1 est principalement biliaire. Elle représente environ 50% de la dose excrétée
chez la plupart des espéces animales, tandis que la voie urinaire représente 15 a 25% de la dose
ingérée.

L'OTA et ses métabolites sont excrétés par la voie urinaire qui est majoritaire mais aussi par les
féces. La voie urinaire semble prédominer chez 'homme [32]. Les deux voies sont lentes, en raison
de la forte liaison de I'OTA aux protéines plasmatiques et du faible taux de métabolisme.

L'excrétion rénale de I'OTA présente un intérét particulier car le rein est le principal organe cible de
la toxicité de I'OTA. En raison de sa forte liaison aux protéines plasmatiques, 'OTA subit une
sécrétion tubulaire plutét qu'une filtration glomérulaire, suivie d'une réabsorption sur tous les
segments du néphron [33]. La réabsorption de 'OTA sécrétée et filtrée conduit non seulement a son
accumulation dans le tissu rénal, mais retarde également son excrétion.

1.4. Effets sanitaires

Le CIRC, dés 1993, a classé les aflatoxines dans le groupe 1 a savoir « cancérogéne pour
'homme » [3, 4]. La cancérogénicité hépatique reliée a 'AFB; est substantiellement plus élevée
chez les porteurs du virus de I'hépatite B. Les aflatoxines ont un effet immunosuppresseur, elles
peuvent donc réduire la résistance aux agents infectieux (VIH par exemple). Le CIRC considére
'AFB+ comme « cancérogéne pour ’homme » (groupe 1), ’AF M1 comme « peut-étre cancérogéne
pour I’homme » (groupe 2B) et 'AFG+ dans le groupe 3.

Chez 'homme comme chez I'animal, le rein est le principal organe cible de 'OTA. Une exposition
prolongée conduirait a une glucosurie, une protéinurie et une dégradation des fonctions tubulaires
plus particulierement le tubule proximal. L’exposition humaine a 'OTA par les aliments était a
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I'origine de la survenue d’une pathologie nommée néphropathie endémique des Balkans (NEB) en
lien avec une forte contamination des aliments dans cette région. Parmi les espéces animales, les
porcins sont considérés comme les plus sensibles sur la base d’effets néphrotiques précoces chez
le porc. Chez 'homme, 'OTA aurait également des effets immunotoxiques et neurotoxiques. L'OTA
est considérée par le CIRC (1993) comme « peut-étre cancérogéne pour 'lhomme » (groupe 2B).
Bien que des études aient montré des effets tératogénes de 'OTA, ceux-ci apparaissent a des doses
trés supérieures a celles auxquelles apparaissent les effets néphrotiques.

Concernant la patuline, les signes d’une intoxication aigué comme chronique sont principalement
neurologiques, mais aussi une perte de poids, des désordres gastro-intestinaux et des perturbations
hormonales. La patuline serait aussi cytotoxique et génotoxique. Elle est considérée par le CIRC
comme « inclassable quant a sa cancérogénicité pour 'lhomme » (groupe 3) (IARC 1986).

Pour ce qui est des fumonisines (FB), chez ’homme, la FB+ a été associée a des cas de cancer de
I'cesophage et a un défaut de fermeture du tube neural. Les FB+ et FB; sont considérées par le CIRC
depuis 2002 comme peut-étre cancérogéne pour 'lhomme (Groupe 2B).

Plusieurs données existent concernant les effets des trichotécénes (TCT) sur la santé animale
(modifications hématologiques, effets sur la reproduction et le développement reprotoxique,
inhibition de la sécrétion hormonales, effets immunotoxiques) mais les données sont contradictoires.

Enfin, la zéaralénone considéré du groupe 3 par le CIRC, et certains de ses métabolites ont une
activité cestrogénique, ils induisent des troubles de la reproduction chez I'animal.

1.5. Mesure et interprétation des niveaux biologiques des
mycotoxines

Plusieurs études ont montré la présence de mycotoxines dans différentes matrices biologiques
humaines comme le sérum, le plasma, le lait maternel, I'urine ou les féces. Toutefois, il convient de
noter que la corrélation entre tout biomarqueur dans un liquide biologique et I'exposition dépend du
type de matrice échantillonnée, du temps entre [Iexposition et [I'échantillonnage, la
pharmacocinétique de la mycotoxine et la capacité de détection par la méthode analytique utilisée
pour quantifier le biomarqueur. Ainsi, la sélection de la matrice biologique et du biomarqueur a
analyser pour chaque mycotoxine est cruciale et doit prendre en compte le métabolisme des
mycotoxines chez 'homme [6].

D’aprés plusieurs études, I'exposition a I'OTA peut étre mesurée dans le plasma, le sérum, le sang,
l'urine et le lait maternel [34-39]. En 1979, la détermination de 'OTA dans le sang total et le sérum
humain a été mise au point. En 2005, Scott a décrit I'OTA dans le sérum comme un biomarqueur
particulierement utile de I'exposition a I'OTA en raison de sa liaison de haute affinité a I'albumine
sérique ou a d'autres petites protéines, ce qui devrait entrainer une augmentation dans le sérum du
taux d'OTA ainsi que sa persistance dans la matrice sanguine [40]. Le taux sanguin d'OTA est le
reflet d’'une exposition en continu dans le temps. Le sérum ou le plasma est considéré comme la
matrice la plus appropriée par rapport au sang total [41]. La détermination de I'OTA dans le sang
reste la méthode de référence pour surveiller I'exposition humaine a I'OTA.

Dans le rapport de I'agence européenne Efsa de 2020 [11], il est mentionné que la concentration
plasmatique en OTA représente I'exposition alimentaire a 'OTA sur une plus longue période par
rapport a la concentration sanguine en raison de la liaison de 'OTA avec les protéines. D’apres les
études présentées par I'Efsa dans ce rapport sur la base des 7 études retenues, les concentrations
plasmatiques moyennes d'OTA dans le sang, le sérum ou le plasma variaient de 0,17 a 0,56 pg. L™,
tandis que les concentrations sanguines individuelles variaient de 0,1 a 10 uyg. L. Il a été noté qu'il
est difficile d'établir un lien entre I'apport alimentaire et I'OTA dans le sang en raison de la longue
demi-vie de I'OTA dans le plasma, due a la liaison aux protéines, et que la concentration plasmatique
représente |'apport alimentaire d'OTA sur une plus longue période. La détermination de I'OTA dans
l'urine semble étre un marqueur plus approprié pour une exposition récente car les méthodes de
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détection sont plus sensibles (environ 0,01 ug. L"). L'OTA étant excrétée dans le lait maternel,
I'analyse d'échantillons de lait humain pourrait servir de marqueur d'exposition supplémentaire (les
niveaux d'OTA détectés dans le lait maternel varient de 1,2 a 182 ng. L) [11].
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Contexte du programme national de biosurveillance et de
I'étude Esteban

En France, la loi du Grenelle de I'environnement (n° 2009-967 du 3 ao(t 2009) a conduit a
I'élaboration d'un programme national de biosurveillance de la population frangaise. Ce programme
a été inscrit dans le plan national santé environnement (PNSE) 2 puis 3. Ce programme, préparé
entre mai 2009 et mars 2010 par un Comité de pilotage mis en place et animé par Santé publique
France?, reposait sur la mise en place de deux études :

- Le volet périnatal au sein de la cohorte Elfe (Etude Longitudinale Frangaise depuis
'Enfance, 2011). L'objectif était d’estimer I'exposition des femmes enceintes et de leurs
enfants in utero a certains polluants présents dans I'environnement et les déterminants de
ces niveaux d’'imprégnation. Ce volet a fourni pour la premiére fois en France des indicateurs
nationaux fiables et pertinents sur l'imprégnation aux polluants environnementaux des
femmes enceintes [42-44]. Les mycotoxines n’ont pas fait 'objet d’'une quantification dans ce
volet.

- L’étude nationale transversale en population générale nommée Esteban (Etude de santé sur
I'environnement, la biosurveillance, I'activité physique et la nutrition), dont un des volets a
été congu pour estimer l'imprégnation de la population générale agée de 6 a 74 ans a
diverses substances de l'environnement et pour améliorer la compréhension des
déterminants de I'exposition. La phase de collecte des données de I'étude Esteban a eu lieu
d’avril 2014 a mars 2016.

2.2. Les objectifs

Les objectifs principaux du volet surveillance biologique des expositions de [I'étude
Esteban concernant les mycotoxines étaient les suivants :

- décrire les niveaux des mycotoxines de la population frangaise continentale, mesurés a partir
du prélevement des premiéres urines du matin recueilli et établir de nouvelles valeurs de
référence d’exposition ;

- étudier les variations temporelles et géographiques des niveaux d’imprégnation par les
mycotoxines urinaires par une comparaison avec les résultats d’études antérieures menées
en France et a I'étranger ;

- analyser les déterminants des niveaux d’imprégnation de la population chez les adultes.

2.3. Population

La population cible de I'étude Esteban était constituée de I'ensemble des personnes résidant en
France continentale agées de 6 a 74 ans et vivant dans un ménage ordinaire sur la période d’étude.

Les inclusions des participants se sont déroulées entre avril 2014 et mars 2016, au cours de quatre
vagues successives, de durées égales, afin d’équilibrer les inclusions en fonction de la saisonnalité
des expositions environnementales et de I'alimentation. La population cible de I'étude Esteban était
constituée de I'ensemble des personnes résidant en France continentale dgées de 6 a 74 ans et
vivant dans un ménage ordinaire sur la période d’étude.

3 Réunissant la Direction générale de la Santé, la Direction générale de la prévention des risques, la Direction générale du Travail, ' Agence francaise
de sécurité sanitaire des aliments et I’Agence francgaise de sécurité sanitaire de I'environnement et du travail aujourd’hui regroupées au sein de
I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
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Pour étre éligibles, les individus devaient résider au moins quatre jours par semaine dans leur
résidence habituelle, maitriser suffisamment la langue frangaise, ne pas déménager en dehors des
zones géographiques couvertes au cours de la période d’étude et ne pas souffrir d’'une pathologie
rendant impossible la réalisation de I'’étude (alimentation artificielle entérale ou parentérale, contre-
indication a un prélévement sanguin). Le dosage des mycotoxines dans les urines a été réalisé sur
un sous-échantillon aléatoire de 400 adultes de 18 a 74 ans et 200 enfants de 6 a 17 ans.

2.4. Recueil des données

Les données relatives aux trois grands thémes étudiés dans Esteban ont principalement été
recueillies par questionnaires (renseignés en face a face avec un enquéteur se rendant au domicile
des participants et par auto-questionnaires papiers ou via internet selon le choix des participants).

Des données démographiques, socio-économiques, sur l'alimentation, l'activité physique, la
sédentarité, 'environnement résidentiel et professionnel, la santé générale et la consommation de
soins ont été recueillies a travers la passation de différents questionnaires. D’autre part, 'ensemble
des mesures et des prélevements biologiques (sang veineux, urines, meéche de cheveux) a été
effectué dans le cadre d’'un examen de santé. Pour ce faire, Santé publique France s’est appuyé sur
le réseau des centres d’examens de santé de I'’Assurance maladie (CES). Pour les enfants, et les
adultes qui en avaient exprimé le choix, 'examen de santé était effectué a domicile, avec la venue
d’un infirmier dipldmé d’état (IDE). Les traitements immédiats des prélevements biologiques ont été
réalisés dans les laboratoires d’analyses rattachés aux CES. Des informations plus détaillées sur
'ensemble des données recueillies et sur les aspects opérationnels de la réalisation de I'étude
Esteban sont disponibles dans un article spécifique décrivant le protocole de I'étude [45].

2.5. Collecte et traitement des échantillons biologiques d’urines

Le recueil urinaire était effectué au réveil afin de collecter les premiéres urines du matin.
Les participants devaient remplir par miction directe, un pot en polypropyléne (PP) de haute densité
d’'une contenance de 250 mL, remis par les enquéteurs lors de visites préalables au domicile des
participants. Un volume de 200 mL était souhaité méme s’il était attendu que la quantité prélevée
chez les enfants soit moins importante (notamment chez les 6-10 ans). Le pot contenant les urines
était ensuite placé dans un sachet opaque, puis remis aux infirmiers lors de 'examen de santé,
conservé au frais entre +4°C et +10°C et a I'abri de la lumiere avant le transport vers les laboratoires.

A larrivée des prélevements urinaires dans les laboratoires, aucun traitement n’était nécessaire
hormis leur homogénéisation. Les échantillons ont ensuite été aliquotés en petits volumes (1 mL,
2mL, 5 mL et 10 mL) a l'aide de pipettes en verre afin d’éviter de potentielles contaminations ou
adsorption pouvant impacter les dosages de certains biomarqueurs urinaires comme les bisphénols
par exemple. Les cryotubes de cryoconservation sont en polypropyléene (PP) de haute densité
également.

L’ensemble des échantillons biologiques en provenance des laboratoires ont été transportés par
camion réfrigéré au Centre de ressources biologiques (CRB) de I'hdpital Bretonneau au CHU de
Tours afin d’y étre conservés dans des congélateurs a -80°C pour les échantillons urines et a
température ambiante pour les prélevements de cheveux. Le transport des échantillons des
laboratoires vers la biothéque était organisé de fagon réguliére tout au long de la phase de collecte.
Une fiche de suivi et de tracgabilité des prélevements renseignée aux différentes étapes avait permis
de connaitre les conditions de réalisation, de traitement et de stockage des prélevements de chaque
participant et de prendre en compte les écarts ou anomalies observés.

Les échantillons urinaires ont été transportés congelés entre -80°C et -60°C sous carboglace et
sonde de température, vers le laboratoire de dosage. Le temps de transport des échantillons de la
biothéque vers le laboratoire en charge du dosage des métaux était inférieur a 24 heures. Les
échantillons ont été conservés au sein du laboratoire a I'abri de la lumiére et a une température de
-20 °C. Le laboratoire Labocea pour le dosage des mycotoxines et Chemtox pour le dosage de la
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créatinine avaient respecté les procédures décrivant les conditions nécessaires pour assurer la
conservation des échantillons selon les directives reconnues sur le plan international et, également,
en cas de panne (alarmes, groupe de secours, etc.).

2.6. Dosage des mycotoxines et de la créatinine urinaire

2.6.1. Dosage des aflatoxines et de I'ochratoxine A urinaire

Le dosage des aflatoxines et celui de I'ochratoxine A urinaire ont été réalisés par le laboratoire
Labocea (France, 29). Il nécessitait un volume de 5 mL d’'urines, les échantillons d’urines étaient
conditionnés dans des cryotubes en polypropyléne (PP) de 5 mL. Le dosage a été réalisé par
chromatographie en phase liquide couplée a une spectrométrie de masse en tandem (LC/MS-MS).
Une extraction par un mélange acétonitrile/eau/acide acétique était appliquée, suivie d’une
centrifugation puis évaporation d’'une partie de la phase liquide a sec. Une reprise par 0,3 mL d’acide
acétique 0,01%/méthanol/acétonitrile 80/20 était réalisée avant une étape de concentration.
L’extrait était finalement injecté dans le systéeme LC /MS-MS. La quantification a été réalisée en
s’appuyant sur cing étalons internes marqués au C13 en particulier pour les molécules d’intérét :
'OTA et 'AFB;.

La limite de détection (LOD) est le plus petit signal exprimé en quantité ou en concentration qui peut
étre observé dans un blanc de réaction, avec une probabilité donnée. Les limites de quantification
(LOQ) sont déterminées selon la norme NF T 90-210 par la détermination d’'une LQ choisie. Des
mesures au niveau de la LQ ont été effectuées en double (répétabilité) sur 10 séries en condition
de reproductibilité dans de la surine (urine synthétique). Un « blanc méthode » a été analysé tous
les 10 échantillons. De méme, la justesse a une concentration proche de la LOQ a été vérifiée tous
les 20 échantillons. Des contréles de qualité internes (CQI) ont été dosés au cours des séries
analytiques sur plusieurs niveaux de concentration pour établir des cartes de contrble et satisfaire
aux criteres de Westgard. Les calculs de fidélité intermédiaire et d’incertitude (k=2) ont été réalisés
sur plusieurs niveaux de concentrations (proche LOQ et plus élevé). Les limites de détection, de
quantification ainsi que les pourcentages de détection et de quantification pour chaque mycotoxine
analysée sont présentés dans le tableau 1.

Tableau 1. Parameétres de la méthode analytique (LOD et LOQ), pourcentage de détection et de
quantification pour les mycotoxines urinaires dosées dans Esteban

Mycotoxines AF B AF B2 AF G4 AF G2 AF M, OTA

LOD en g L™ 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,05

LOQ en ug L™ 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,1
% >LOD Enfants 0 0 0 0 0 85,5
% >LOQ Enfants 0 0 0 0 0 455
% >LOD Adultes 0 0 0 0 0 78,5
% >LOQ Adultes 0 0 0 0 0 47,7

2.6.2. Dosage de la créatinine urinaire

Le laboratoire ChemTox (France, 67) disposait d’'un volume de 0,5 mL d'urine pour réaliser le
dosage de la créatinine urinaire, facteur d’ajustement des résultats de métaux urinaire. L’analyse
était réalisée par spectrophotométrie a 546 nm selon la méthode de Jaffé qui consiste a mesurer
l'intensité de la coloration du complexe rouge-orangé formé par la créatinine et I'acide picrique en
milieu basique. La mesure était effectuée en cinétique : la vitesse de formation de la coloration étant
proportionnelle a la concentration en créatinine dans I'échantillon. Le domaine de mesure s’étendait
de 0,1 a 54 mmol. L. Les coefficients de variabilité (CV) de répétabilité et de fidélité intermédiaire
étaient inférieurs a 2%. L'incertitude (k=2) était < 3% et les biais de justesse < 4%.
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2.7. Analyses statistiques

2.7.1. Plan de sondage et pondérations

Le plan de sondage de I'étude Esteban est stratifié a trois degrés. Au premier degré, un échantillon
stratifié¢ d’unités primaires (communes ou regroupements de communes) a été tiré au sort.
Au deuxiéme degré, dans chaque unité primaire, des ménages ont été tirés au sort par
échantillonnage téléphonique. Au troisieme degré, un seul individu (adulte ou enfant) a été tiré au
sort parmi les membres éligibles du ménage (méthode Kish). La stratification a été réalisée en
fonction de deux variables : la région (huit zones géographiques) et le degré d’urbanisation (cinq
strates : rural ; <20 000 habitants ; 20 000-100 000 habitants ; > 100 000 habitants, Paris).
Le plan d’échantillonnage est décrit de fagon détaillée dans I'article précédemment publié sur le
protocole de I'étude Esteban [45].

Le dosage de mycotoxines urinaires a été réalisé sur un sous échantillon aléatoire d’enfants et
d’adultes qui avaient participé au volet examen de santé de I'étude et pour lesquels on disposait
d’'un volume suffisant d’'urines (5 mL pour 'ensemble des mycotoxines dosées dans Esteban) en
biothéque pour permettre de réaliser ce dosage.

Le processus de calcul des pondérations a été effectué en trois étapes. La premiére étape a consisté
a calculer des pondérations initiales dues au plan de sondage. Ensuite, les poids de sondage ont
été ajustés par rapport a la non-réponse totale. Cette étape a été réalisée en utilisant la méthode
des scores [46], méthode basée sur le principe des groupes de réponse homogénes et faisant appel
a des informations disponibles a la fois pour les répondants et les non-répondants. Enfin, un calage
a été effectué en utilisant les marges issues du recensement permettant a la population d’étude
d’étre comparable avec la population source selon certains critéres (age, sexe, niveau de dipléme,
vit seul ou en couple, etc.). Devant le faible effectif du sous-échantillon d’enfants (n = 200), le calcul
des pondérations n’a pas été réalisé.

2.7.2. Traitement des données manquantes et censurées a gauche

Les données manquantes des variables issues des différents questionnaires et les valeurs
censurées a gauche des biomarqueurs (niveaux biologiques inférieurs a la LOD ou LOQ) ont été
imputées en utilisant la méthode d’imputation multiple par équations chainées. Cette méthode est
trés flexible permettant a la fois d'imputer des variables quantitatives, qualitatives et censurées.
Elle est implémentée dans la package ICE de Stata [47]. Les valeurs imputées ne pouvant pas étre
traitées comme des données réelles mesurées, le processus d'imputation a été répété une dizaine
de fois afin d’obtenir des jeux de données complets. Ces derniers ont été analysés séparément et
les résultats ont été combinés afin de tenir compte de l'incertitude liée aux données imputées [48].

2.7.3. Prise en compte de la dilution urinaire

Pour les analyses descriptives, des tableaux séparés sont présentés pour la concentration d’OTA
exprimée par volume d’urine et la concentration d’'OTA exprimée par gramme de créatinine urinaire.
La créatinine étant liée a différents facteurs, nous avons opté pour la solution proposée par Barr [49]
qui consiste a séparer la concentration de biomarqueur et la créatinine dans le modéle.
Les concentrations en créatinine aprés transformation logarithmique ont été introduites dans le
modéle multi-variable comme variable d’ajustement. Dans cette étude, les individus présentant des
concentrations en créatinine < 0,3 g. L™ et > 3 g. L ont été incluses dans les différentes analyses
statistiques.

2.7.4. Description des niveaux d’'imprégnation
La distribution des niveaux d’imprégnation est décrite sous forme de percentiles (10, 25, 50, 75, 90,
95) et d’'une moyenne géométrique (MG) avec les intervalles de confiance a 95% (1C95%) pour la

moyenne géométrique et le percentile 95. Les résultats sont présentés chez les enfants et les
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adultes par tranche d’ages et par sexe pour les adultes. L’ensemble des analyses prend en compte
le plan de sondage de I'étude uniquement chez les adultes. La distribution de niveaux d’imprégnation
est présentée pour 'OTA urinaire a la fois en pg. L™ et en pg. g™ de créatinine.

2.7.5. Recherche des déterminants des niveaux d'imprégnation

D’'une facon générale, dans I'étude Esteban, il a été fait le choix de calculer les moyennes
géométriques et de faire 'analyse des déterminants de I'exposition uniquement quand le taux de
données censurées était inférieur a 40% (pourcentage de quantification > 60%). Or les aflatoxines
B4, B2, G1, G2, M1 n’étaient ni quantifiés ni détectés dans le sous-échantillon aléatoire de 400 adultes
et 200 enfants qui avaient fait 'objet de ce dosage par le laboratoire Labocea (29). La recherche de
déterminants n’a donc pas été effectuée pour les aflatoxines. Elle a toutefois été réalisée pour ’OTA
chez les adultes car les résultats présentés ici constituent les premiéres estimations frangaises en
population générale et cette recherche a été faite a visée exploratoire sachant que le pourcentage
de quantification était proche de 50%.

L’étude des facteurs de risques liés aux niveaux d'imprégnation chez les adultes par 'OTA mesurés
dans les urines a été réalisée a partir d’'un modéle linéaire généralisé (GLM) prenant en compte le
plan de sondage de I'étude. Les concentrations d’OTA ont été log-transformées afin de favoriser la
normalité des résidus du modéle.

Certains facteurs de risque et d’ajustement ont été sélectionnés a priori au vu de la littérature sur
les facteurs influengant les niveaux d’imprégnation par 'OTA. D’autres facteurs d’exposition ont été
sélectionnés lors de la modélisation en se basant sur le critére d'information d’Akaike (AIC). La forme
de la relation entre les niveaux d'imprégnation par I'OTA et les facteurs de risque et d’ajustement
quantitatifs a été ajustée en utilisant des fonctions splines. La colinéarité entre les facteurs inclus
dans le modéle, 'homoscédasticité et la normalité des résidus ont été examinées. Pour étudier la
robustesse des résultats, en particulier I'effet des valeurs extrémes des niveaux d’imprégnation par
I'OTA, une analyse de sensibilité a été effectuée en excluant de I'analyse les individus ayant des
valeurs extrémes (99¢ percentile) d’OTA.

Les résultats sont présentés sous forme de pourcentage de variation des concentrations en OTA :
- associé a une augmentation interquartile des facteurs d’exposition quantitatifs ;
- par rapport a une modalité de référence pour les facteurs d’exposition qualitatifs.

Les facteurs de risque des niveaux d’'imprégnation par 'OTA testés dans les modéles construits
pour les adultes sont listés en annexe 1.

2.7.6. Logiciels utilisés
L’imputation des données manquantes ou censurées a été réalisée avec le module ICE de la version

14 de Stata [50]. Les analyses statistiques (descriptives et multivariées) ont été réalisées avec le
package Survey [51] du logiciel R [52].
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3. RI'ESUL’TATS DES ANALYSES DESCRIPTIVES DE
L'IMPREGNATION PAR L’OTA CHEZ LES ENFANTS

Du fait des trés faibles niveaux de quantification des aflatoxines dosés dans les urines dans I'étude
Esteban (tableau 1), les résultats des analyses ici présentés porteront uniquement sur le dosage de
'OTA chez les enfants.

3.1. Reésultats du dosage de 'OTA chez les enfants

Les résultats non-pondérés d’'imprégnation par 'OTA sont présentés dans les tableaux 2 et 3.

L'OTA a été détectée dans 85,5% des échantillons (LOD = 50 ng. L") et quantifiée dans 45,5% des
échantillons (LOQ=100 ng. L"). La MG et la médiane étaient inférieures a la LOQ. Le 95° percentile
de la distribution des niveaux d’imprégnation par 'OTA urinaire était égal a 252,8 ng. L
(221,7 ng. g' de créatinine) et la valeur maximale observée était de 478,3 ng. L' (360,45 ng. g de
créatinine). Parmi les 200 enfants étudiés, 4 enfants dgés de 13 a 15 ans, dont 3 gargons, avaient
leur concentration en OTA urinaire supérieure au 99° percentile (403,7 ng. L™).

Tableau 2. Distribution non-pondérée des concentrations urinaires en ochratoxine A (en ng. L)
observée chez les enfants agés de 6-17 ans, Esteban (2014-2016)

n MG ICa95% MG P10 P25 P50 P75 P90 P95 IC 2 95% P95

Total 200 <LOQ NC <LOQ <LOQ <LOQ 140,6 204,0 252,8 [218,5;297,2]
Age (ans)

[6-10] 90 <LOQ NC <LOQ <LOQ <LOQ 127,0 173,0 203,6 [166,3;242,9]
[11-14] 75 <LOQ NC <LOQ <LOQ <LOQ 1524 216,6 283,4 [198,1;433,9]
[15-17] 35 <LOQ NC <LOQ <LOQ <LOQ 138,5 232,1 2829 [175,5;382,5]
Sexe

Gargon 105 <LOQ NC <LOQ <LOQ <LOQ 151,4 1952 249,7 [189,7 ; 380,7]
Fille 95 <LOQ NC <LOQ <LOQ <LOQ 122,4 206,0 248,8 [205,2;306,1]
LOD=50ngL’ % >LOD=855% LOQ=100ngL" % >LOQ =455%

NC = Non calculé

Tableau 3. Distribution non-pondérée des concentrations urinaires en ochratoxine A (ng g™
de créatinine) observée chez les enfants agés de 6-17 ans, Esteban (2014-2016)

n MG ICa95% MG P10 P25 P50 P75 P90 P95 IC a 95% P95
Total 200 <LOQ NC <LOQ <LOQ <LOQ 1381 188,1 221,7 [196,1;259,7]
Age (ans)
[6-10] 90 <LOQ NC <LOQ <LOQ <LOQ 1517 189,4 229,0 [178,2;281,2]
[11-14] 75 <LOQ NC <L0Q <LOQ <LOQ 1315 191,7 220,5 [185,1;268,4]
[15-17] 35 <LOQ NC <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 123,9 159,2 [98,2;215,7]
Sexe
Gargon 105 <LOQ NC <LOQ <LOQ <LOQ 140,6 193,5 219,8 [193,3;251,8]
Fille 95 <LOQ NC <LOQ <LOQ <LOQ 134,7 185,6 218,1 [167,6;282,3]
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3.2. Niveaux d’ochratoxine A mesurés dans les études antérieures
francaises et internationales chez les enfants

Tres peu d’études d'imprégnation par I'OTA ont été réalisées chez les enfants sur la matrice urinaire.

Les limites de quantification et de détection des études belge et suédoise présentées dans le tableau
4 étaient inférieures comparativement a celles de I'étude Esteban. En France, I'imprégnation par
'OTA au sein de la population des enfants n’avait pas été précédemment estimée.

En Belgique, I'étude de biosurveillance des mycotoxines dans la population d’enfants belge
Biomyco Study [53] avait permis de connaitre les niveaux d’imprégnations urinaires de
33 mycotoxines et leurs métabolites dont 'OTA chez les enfants. Ces dosages semblent avoir été
effectués sans hydrolyse préalable comme c’est aussi le cas dans Esteban.

Tableau 4. Niveaux d’ochratoxine A urinaire observés dans les études antérieures chez les enfants

(Mg. L ou pg. g de créatinine)

Années Age MG Maximum LOD/LOQ >L0Q
Pays 2 Etude n L (pg. g L (pg. g
d'étud Mg. L' (ug. 9" pg.L" (ug. g 4 o
etude (ans) créat.) créat.) (bg- L7) %
. LOD=0,05 ; )
rance  2014-2016  Esteban 200 6-17  <LOQ (<LOQ) 0,48 (0,36) e 45,5%
Belgique 2013-2014 Fgg]myco 155 3-12 0,08 (0,08) 3,7 (3,8) LOD=0,001  51% (>LOD)
Portugal 2018-2019  [54] 85 213 002(0,03) 0,05 (0,11) ::8828’8(1)8; 92,9% (>LOD)
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4. RESUL'[ATS DES ANALYSES DESCRIPTIVES DE
L'IMPREGNATION PAR L’'OTA CHEZ LES ADULTES

Du fait des trés faibles niveaux de quantification des aflatoxines dosés dans les urines dans I'étude
Esteban (tableau 1), les résultats des analyses ici présentés porteront uniquement sur le dosage de
'OTA chez les adultes.

4.1. Résultats du dosage chez les adultes

4.1.1. Niveaux d’OTA chez les adultes

Les résultats d'imprégnation par 'ochratoxine A sont présentés dans les tableaux 5 et 6.

Chez les adultes, 'OTA a été détectée dans 78,5% des échantillons et quantifiée dans 47,8% des
échantillons. La limite de détection (LOD) était de 50 ng. L' et la limite de quantification (LOQ)
était de 100 ng L. Les moyennes géométriques des niveaux d’imprégnation par 'OTA étaient
pour certaines classes inférieures a la LOQ et de toutes les fagons ne seraient pas présentées
compte tenu du faible taux de quantification (< 60%). Le 95° percentile de la distribution des
niveaux d’'imprégnation par 'OTA était égal a 305,0 ng. L' (329,2 ng. g de créatinine) et la valeur
maximale observée était de 1683,17 ng. L™ (1621,6 ng. g’ de créatinine).

Tableau 5. Distribution des niveaux d’ochratoxine A urinaire (ng. L") des adultes 4gés de 18 a 74 ans
en France continentale (2014-2016)

N MG ICa9%5%MG P10 P25 P50 P75 P90 P95 IC a95% P95

Total 400 <LOQ NC <LOD <LOQ 102,3 169,9 240,7 305,0 [248,1;375,5]
Age (ans)
[1829] 25 <LOQ NC <LOQ <LOQ 108,1 1846 327,9 5757 [2154:1162,6]
[30-44] 97 <LOQ NC <L0Q <LOQ 124,0 1795 230,0 280,7 [217,9:327,0]
[45-59] 143 <LOQ NC <LOQ <LOQ <LOQ 165,8 240,5 303,1 [236,8;356,0]
[60-74] 135 <LOQ NC <LOD <LOQ <LOQ 131,3 2051 2634 [183,8;303,2]
Sexe
Femme 234 <LOQ NC <LOQ <LOQ 130,6 184,3 242,2 294,0 [240,6;317,1]
Homme 166 <LOQ NC <LOD <LOQ <LOQ 142,3 2349 327,0 [233,4;556,8]
LOD=50ngL-1 % >LOD =785% LOQ=100ng L-1 % > LOQ = 47,8%

NC = Non calculé

Tableau 6. Distribution des niveaux d’ochratoxine A urinaire (ng. g de créatinine) des adultes agés
de 18 a 74 ans en France continentale (2014-2016)

N MG ICa9%% MG P10 P25 P50 P75 P90 P95 ICa 95% P95

Total 400 <LOQ NC <LOD <LOQ 119,2 178,7 267,7 329,2 [289,1;408,9]
Age (ans)
[18-29] 25 <LOQ NC <LOQ <LOQ 105,7 1420 2388 319,7 [149,3;520,0]
[30-44] 97 <LOQ NC <LOQ <LOQ 1152 167,14 2381 2775 [234,9; 300,0]
[45-59] 143 <LOQ NC <LOQ <LOQ <LOQ 178,3 259,2 326,6 [261,3;412,3]
[60-74] 135 <LOQ NC <LOD <LOQ <LOQ 203,0 300,7 432,7 [304,2;646,3]
Sexe
Femme 234 <LOQ NC <LOQ <LOQ 1141 163,44 249,7 306,1 [270,2;362,0]
Homme 166 <LOQ NC <LOD <LOQ <LOQ 191,1 2758 362,8 [286,0;624,3]
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4.1.2. Niveaux élevés

Parmi les 400 adultes étudiés, 4 adultes &gés de 18 a 71 ans, dont 2 femmes avaient leur
concentration en OTA urinaire supérieure au 99° percentile (777,5 ng. L™"). La valeur maximale était
de 1683,2 ng. L. Quelques caractéristiques alimentaires pourraient expliquer ces niveaux
d’'imprégnations élevés chez ces individus a savoir la consommation de chocolats, de viandes,
d’alcools, de pains et des biscottes, sources connues d’exposition alimentaires aux mycotoxines.
En effet pour 'une d’entre elle, sa consommation de pains et biscottes étaient de 158 grammes par
jour (g/j) (P50=92,5 g/j) et elle consommait également 338 mL par jour (mL/j) d’alcools (vins,
champagne, cidre, crémant) (P50=20,3 mL/j). La 2° personne avait une consommation de pains et
biscottes de 158 grammes par jour (g/j) (P50=92,5 g/j). Le 3¢ individu consommait 25,2 g/j de
chocolats (P50=4,7 g/j) et le dernier consommait 45,5 g/j de charcuteries (P50=8,2 g/j).

4.2. Niveaux d’ochratoxine A mesurés dans les études antérieures
francaises et internationales chez les adultes

Le tableau 7 présente les résultats d'imprégnation par 'OTA de différentes études en population
générale en France ou a I'étranger exprimés en ng. L' ou ng. g créatinine a des fins de
comparaison. Cependant, cette comparaison est difficile a réaliser pour différentes raisons :
méthodes analytiques différentes, petite taille de I'échantillon, performances analytiques. Dans le
cadre d’Esteban, aucune hydrolyse préalable des urines n’a été réalisée, ce qui a pour conséquence
d’omettre la part conjuguée de 'OTA dans les urines et donc de ne prendre en compte que la fraction
libre de TOTA comme c’est le cas de la plupart des études dans ce tableau. Pour ces différentes
raisons, ce tableau est a interpréter avec précaution et donné a titre indicatif.

En France, 'imprégnation par 'OTA dans la population générale n’a pas été précédemment estimée.

En Suéde, I'étude de biosurveillance des mycotoxines dans la population adulte réalisée en 2010-
2011 [55] a porté sur 'analyse de 6 mycotoxines (DON, ZEA, FB4, FB2, OTA, NIV) et 4 métabolites
(AFM4, DOM-1, a-ZOL, B-ZOL). L’'OTA était détecté dans 51% des échantillons d’urines analysés
aprés hydrolyse avec une MG de 460 ng. L™ (730 ng. g™ de créatinine). Par ailleurs, cette étude a
montré que l'exposition aux mycotoxines est courante chez les adultes suédois. La mycotoxine
fréquemment détectée était le DON, suivi de I'OTA et du ZEA. Elle a également révélé que
I'exposition concomitante est répandue et la combinaison de toxines la plus courante trouvée dans
I'urine des participants était le DON associé a I'OTA.

En Italie, une étude d’évaluation de I'exposition aux mycotoxines a éte réalisée dans le sud de I'ltalie
par la détermination urinaire aprés hydrolyse avec de la B gluronidase et de la sulfatase afin d’obtenir
des composés sous forme libre car les métabolites des mycotoxines sont en général sécrétés sous
forme conjugués a l'acide glucoronique ou au sulfate [56]. Malgré la petite taille de I'échantillon
(N=52), IAFM; et 'OTA ont été respectivement détectées dans 6% et 100% des échantillons
analysés. Le ZEA, I'a ZOL, FBs, le DON étaient quant a eux détectés respectivement dans 100%,
100%, 56%, 96% des échantillons. Cette étude montrait également une co-exposition des sujets a
plusieurs mycotoxines.

En Espagne I'étude de 'OTA et son métabolite 'aOT aupres des adultes de la ville de Lleida (Lérida)
en 2009 a permis de déterminer une moyenne géométrique en OTA de 0,24 ug L' (%>LOD=12,5%)
et la MG de I'aOT était de 0,44 ug. L' (> %LOD = 61%) [57]. Cette étude comme d’autres montrait
que la présence de 'OTA dans l'urine était plus faible que son métabolite 'aOT pour une LOD
similaire.

En Chine (Nanjing), I'étude réalisée en 2017 auprés de 260 adultes (18-66 ans) a permis de
déterminer les niveaux d’'imprégnation a 26 mycotoxines ou métabolites [58] dont les aflatoxines et
l'ochratoxine A simultanément analysées sans hydrolyse préalable dans le plasma et l'urine.
Le niveau moyen (MG) d’OTA observé dans cette étude dans I'urine était de 360 ng. L', la MG était
de 1210 ng. L' dans le plasma. Il n’a pas été observé de différence d’imprégnation selon le sexe.
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Tableau 7. Niveaux d’ochratoxine A urinaire observés dans les études antérieures chez les adultes a
I’étranger (ng. L' ou ng. g de créatinine)

ND=Non déterminé
** année de publication

Années Age MG P95 LOD/LOQ >L0Q Hydrolyse
Pays I Etude n Ng. L' (ng. Ng. L (ng. » Oui/non
d’étude (ans) g'créat) g créat) (bg. L) %
<LOQ LOD=0,05; non
France 20142016  Esteban 400 1874 0 305(329) 0407 47,8
Allemagne  2013-2014  [59] 50  Adulte 40 (30) ND tggzg’gg;é 15% (>LoD) MO"
Bengladesh 2013-2014 [59] 95  Adulte  200(210) ND 0T s 72% (>LoD) "
Hait 2012-2013  [59] 142 Adulte  110(90)  ND tggig’ggié 47% (>Lop) "
Belgique  2013-2014 E,)'gl’“ym 239 19-65  28(36,4) 368 (max) 0,001 (LOD) 35% (>LOD) non
Chine 2017 58] 260 1666  362(502) ND ND NP non
Portugal  2015-2016  [60] 94  48+15* 7 (8Méd) 80 (60) ool 233 non
Suéde 20102011 [55] 252 50£17* 460 (730) ND ND 51% (>LOD) oui
ltalie (Sud) 2011 [56] 52 385 144 ND o002 g8 oui
Espagne 2009 [57] 72 >18 240 560 (max) tggzg’ﬁg; 12,5 (>LoD) °Y!
Turquie 2010 [61] 233 1865  (140) 760 (Max) | ooryoe’  83%(>LoD) "
L Enfants LOD=0,05; non
Nigeria 2012 62] 120 S0 500 (600)  ND L0a=01a’  28%(>LOD)
Max=Maximum
* age moyen
Méd=Médiane
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5.DETERMINANTS DE L’IMPREGNATION PAR
L’'OCHRATOXINE A CHEZ LES ADULTES

Les facteurs de risque sont étudiés apres ajustement sur les facteurs de confusion : I'indice de
masse corporelle (IMC) de I'adulte, son &ge et son sexe, le ressenti sur I'état financier du foyer, I'état
matrimonial de I'adulte (en couple ou pas).

Les concentrations urinaires en OTA étaient augmentées avec la consommation de charcuterie :
une augmentation de limprégnation par 'OTA de 15,9% était observée entre ceux qui
consommaient 5,5 g/j de charcuterie et ceux qui en consommaient 12,8 g/j. Des tendances a
'augmentation étaient observées avec la consommation des céréales du petit déjeuner ainsi que la
consommation de boissons alcoolisées. Une association négative des niveaux d’'imprégnation par
'OTA avec la consommation de jus de fruits ou de légumes a été observée sans qu’on soit en
mesure de I'expliquer. Les résultats n’ont pas montré des variations des concentrations urinaires en
OTA avec les autres variables alimentaires testées.

Tableau 8. Déterminants des concentrations en ochratoxine A mesurées dans les urines chez les
adultes de 18 a 74 ans (variables qualitatives)

Variables qualitatives Effectif n (%)~ 7 9¢ IC95% du % de
variation variation

Sexe du participant

Homme 166 (47,2) -18,3 [-35,1; 2,9]

Femme 234 (52,8) Référence -

Diplome du participant *

Au’cun, QEP, BEP, BEPC, CAP, Brevet 139 (50,6) Référence )

élémentaire, Brevet de compagnon

Baccalauréat (Général, Technologique) 80 (19,0) 10,38 [-14,1; 41,8]

1er cycle 89 (14,6) -8,9 [-30,1; 18,7]

2¢ cycle 92 (15,8) 7,69 [-17,9 ; 41,3]

Présence d'enfant(s) dans le foyer*

Pas d'enfant de moins de 18 ans 268 (62,8) Référence

Au moins un enfant de moins de 18 ans 132 (37,2) -5,4 [-23,5; 16,9]

*variables d’ajustements forcés dans le modéle
**n = effectif dans I'échantillon ; % dans la population

Tableau 9. Déterminants des concentrations en ochratoxine A mesurées dans les urines chez les
adultes de 18 a 74 ans (variables quantitatives)

Variation entre P25 et P75

Variables quantitatives P50 [P25 — P75] % de variation 1C95% du % de variation
Log créatinine (ug. L) -0,2 [-0,7; 0,3] 118,6 [89,4 ; 152,1]
Age du participant (années)* 47 [35 ; 59] -3,1 [-21,6 ; 19,8]
Pains et biscottes (g/j) 92,5[59,9 ; 124,3] 3,5 [-6,7 ; 14,7]
Céréales du petit déjeuner (g/j) 0,3[0;2,3] 1,6 [-0,6 ; 3,9]
Charcuterie (g/j) 8,2[5,5;12,8] 15,9 [2,9; 30,6]
Abats (g/j) 3,0 [0; 5,4] 6,5 [[9,2;24,9]
Chocolat (g/j) 4,7 (2,6 ; 11,7] 7,2 [-2,4;17,7]
Jus de fruits ou de légumes (mL/j) 25,5[7,2;94,8] -10,9 [-18,8 ; -2,2]
Vin, champagne, mousseux, etc. (mL/j) 20,3 [8,5; 69,9] 6,9 [-0,4 ; 14,8]
Viandes (poulets, lapins) (g/j) 31,9 26,0 ; 40,0] -4,3 [-19,1; 13,2]

*variables d’ajustements forcés dans le modéle

SANTE PUBLIQUE FRANCE / Imprégnation de la population frangaise par les mycotoxines.
Programme national de biosurveillance, Esteban 2014-2016 / p. 25



6. DISCUSSION

L’étude Esteban a permis de documenter pour la premiére fois la distribution des concentrations
urinaires de certaines mycotoxines : aflatoxines et OTA dans la population des adultes et des
enfants vivant en France métropolitaine en 2014-2016. Dans I'étude Esteban, le choix de réaliser le
dosage des AF et de 'OTA dans un sous échantillon relativement faible de 400 adultes et
200 enfants a été fait car jusqu’a présent les mycotoxines n’avaient jamais été mesurées dans la
population frangaise. Ainsi, cet effectif permettait de réaliser une description de I'imprégnation dans
la population frangaise et une premiére recherche exploratoire des déterminants pour 'OTA chez
les adultes.

Concernant les aflatoxines, les résultats de I'étude Esteban ne montrent pas d’exposition aux
5 aflatoxines (AF B4, B2, G4, G2, M¢) dans les échantillons analysés. L’étude belge ne les a pas
détectées non plus. En effet I'étude Biomyco Study [53] réalisée en 2013-2014 montrait que sur
'ensemble des échantillons enfants et adultes (n =394), il n’a pas été possible de détecter ou de
quantifier les aflatoxines (B1, B2, G1, G2, M1) dans aucun des échantillons analysés, ce qui corrobore
'observation faite des résultats de I'étude Esteban. L’étude Italienne a également observé un taux
de détection de I' AFM; trés faible de 6% [56] avec une MG de 0,068 ug. L.

Il est fort possible que le risque observé a un niveau faible concernant les aflatoxines et notamment
celui pour 'AFB+1, cancérogéne certain, ait été maitrisé par I'objet de mesures réglementaires strictes
dans I'Union européenne auxquelles se sont ajoutées des mesures de surveillance. Ces actions
méritent donc d’étre poursuivies.

Concernant les ochratoxines, 'OTA, dans Biomyco, était également détectée dans 51% des
échantillons enfants et 35% des échantillons adultes. Comme pour I'étude Esteban, les échantillons
de Biomyco n’ont pas fait I'objet d’'une hydrolyse avant la réalisation des dosages.

Dans Esteban, 'OTA urinaire était détectée dans 78,5% des échantillons adultes et 85,5% des
échantillons enfants, soit un taux de détection supérieur a la plupart des autres études malgré le fait
que la limite de détection dans Esteban soit plus élevée que dans la plupart des études étrangéres.

Par exemple, en Suéde, The national representative cross-sectional dietary survey [63], réalisée en
2016-2017, a permis de mesurer plusieurs mycotoxines dont 'OTA dans la matrice sérique, aupres
de 1 096 adolescents agés de 11 a 17 ans et de réaliser la recherche des déterminants. 58,7% des
échantillons étaient supérieurs a la LOQ et 100% a la LOD dans I'étude suédoise montrant que
I'OTA est un contaminant ubiquitaire des aliments. Elle montrait aussi que les céréales étaient
associées a une augmentation de I'imprégnation pour toutes les mycotoxines étudiés (DON, OTA,
EnB). L'apport en fibres et en avoine était associé a une concentration sérique en OTA plus élevée,
'OTA était aussi associé a la consommation de raisins et du café.

En Europe, le projet EFCOVAL (The European Food Consumption Validation) [34] mené de 2006 a
2010 sur les échantillons de 6 pays choisis pour prendre en compte la diversité de I'alimentation en
Europe (Belgique, République Tchéque, France, Pays-Bas, Norvege) a permis d’évaluer
I'exposition aux mycotoxines par deux rappels alimentaires de 24 heures et par dosage dans le
sérum et les urines de 24 heures (deux fois 24 heures) des mycotoxines. Selon les données
alimentaires recueillies, les 600 individus ont été exposés entre 4 et 34 mycotoxines, dont 10 ont
dépassé la dose journaliere admissible. Des corrélations ont été observées entre deux points
temporels, et des corrélations significatives ont été observées entre les concentrations dans le
sérum et |'urine. Cependant, seules l'acétyl-déoxynivalénol, I'OTA et la stérigmatocystine (toxine,
métabolite tardif des AF) présentaient des corrélations positives significatives entre I'exposition via
'alimentation et le sérum, tandis que les AFG1 et AFGy, la toxine HT-2 et le déoxynivalénol étaient
associés entre les deux R24 simultanées et les urines de 24 heures. Des corrélations sur les niveaux
quantitatifs entre le sérum et 'urine ont été observés pour les groupes Trichothécénes de type B et
Zéaralénone.
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La revue de littérature scientifique sur les mycotoxines montrait que I'analyse de ces derniéres était
effectuée par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse et I'échantillon humain
le plus couramment étudié était I'urine. Toutefois, beaucoup d’études sont réalisées a partir du lait
maternel, du sérum ou du plasma ce qui interroge sur le choix de la matrice adéquate pour la
surveillance chez ’'homme de I'exposition aux mycotoxines.

La sélection de la matrice biologique et des biomarqueurs d'exposition en fonction de ce que I'on
souhaite refléter en termes d’exposition est cruciale en raison du métabolisme différent qui existe
pour chaque substance mesurée. Par ailleurs, la biosurveillance de tous les métabolites et des
formes bioconjuguées de chaque mycotoxine pourrait conduire a une meilleure estimation de
limprégnation aux différentes mycotoxines [5, 6, 64]. Le dosage direct des mycotoxines sans
hydrolyse pourrait étre a I'origine d’'une sous-estimation des niveaux d’imprégnation et des risques
sanitaires qui y seraient associés. En effet, 'étude de I'OTA urinaire auprés des populations
européennes sans hydrolyse a montré des concentrations moyennes allant de 0,009 a 0,04 ug. L™.
Lorsque les mesures sont réalisées sur des échantillons hydrolysés, les valeurs moyennes reportées
variaient pour 'OTA de 0,07 a 0,46 pg. L. Quant a 'aOT sa concentration moyenne est passée de
1,14 pg. L' 4 2,88 ug. L™ aprés hydrolyse enzymatique [11, 59, 65].

Concernant la recherche de déterminants, une association négative des niveaux d'imprégnation par
'OTA avec la consommation de jus de fruits ou de légumes a été observée sans qu’on soit en
mesure de I'expliquer. Cette variable serait probablement un proxy d’'un autre facteur protecteur ou
pas suffisamment spécifique. La non significativité de la plupart des associations s’expliquerait en
partie par la petite taille de I'échantillon (n = 400) et la transversalité de I'étude.

Parmi les quatre types d’aliments les plus contributeurs relevés dans 'EAT2 (pains et produits de
panification séche ; pates, riz et blé ; charcuterie et céréales du petit déjeuner), on observe dans
Esteban, une tendance a 'augmentation avec la consommation de céréales du petit déjeuner et la
consommation de boissons alcoolisées et une association positive avec la consommation de
charcuterie. Par ailleurs, les résultats de 'EAT2 ont montré que le risque peut étre écarté pour la
population générale pour 'ochratoxine A, les aflatoxines, la patuline, le nivalénol, les fumonisines et
la zéaralénone. En revanche, il ne peut étre écarté pour le déoxynivalénol (DON) et ses dérivés
acétylés, pour lesquels les calculs d’exposition montrent des dépassements des VTR mais qui n’ont
pas été dosés dans I'étude Esteban. De méme, les résultats de 'EATi chez les moins de 3 ans
publiés en 2016 a mis en évidence des situations jugées préoccupantes pour le DONI et ses dérivés
acétylés, les toxines T2-HT2 ainsi qu’un risque ne pouvant étre exclu pour 'OTA.

L'effectif de 400 adultes n’était probablement pas suffisant pour mettre en évidence toutes les
associations potentielles. Par ailleurs, les tendances et la seule association mises en évidence dans
'étude Esteban chez les adultes doivent étre interprétées avec précaution car les études
transversales ne permettent pas a elles-seules de déterminer la causalité entre les sources
d’exposition potentielles étudiées et les niveaux d'imprégnation mesurés. Aussi, I'absence
d’association observée entre une source d’exposition potentielle et les niveaux d'imprégnation, ne
signifie pas que cette source d’exposition doit étre exclue. A l'inverse, la mise en évidence d’une
association entre une source d’exposition et le niveau d'imprégnation suggére la nécessité de
poursuivre I'étude de cette voie d’exposition.

Enfin, dans la stratégie de priorisation des biomarqueurs du programme européen HBM4EU, les
mycotoxines ont été sélectionnées comme groupe de substances prioritaires. Etant donné la grande
variété de composés compris dans le groupe des mycotoxines et suivant l'avis du Conseil
d’orientation de I'Union européenne, de I'Efsa, 'accent a été mis sur le désoxynivalénol (DON) et la
fumonisine B4 (cancérogéne présumé) (F B1), or ces deux mycotoxines n’étaient pas analysées dans
Esteban. Ces substances pourraient étre a prendre en considération dans de futures enquétes de
biosurveillance.
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7. VALEURS DE REFERENCE D’EXPOSITION
(VRE) EN OTA, A PARTIR DES RESULTATS
D’ESTEBAN

D’une maniere générale, la VRE renseigne sur un niveau particulier d'imprégnation de la population
générale frangaise (population de référence) au-dela duquel on peut vraisemblablement considérer
limprégnation comme anormalement élevée. Les VRE ne renseignent pas sur un quelconque effet
sanitaire et ne doivent pas étre confondues avec les valeurs limites biologiques d’imprégnation.
La VRE établie a partir des données d’exposition permet de comparer les résultats mesurés chez
un individu ou un sous-groupe de population par rapport a I'imprégnation de la population de
référence. Ainsi, il est possible d’identifier des individus surexposés par rapport a la population de
référence. L'étude Esteban, réalisée en 2014-2016, a permis de fournir pour la premiére fois une
VRE en OTA chez les adultes agés de 18 a 74 ans. La multiplicité des méthodes disponibles pour
produire des VRE a conduit Santé publique France a définir et publier une stratégie nationale de
production des VRE [66, 67]. La méthode de production des VRE francaises a été inspirée des
travaux de la commission allemande de biosurveillance [68] et des travaux canadiens a partir de
'enquéte ECMS [69]. C’est donc la valeur arrondie du percentile 95, comprise dans lintervalle de
confiance a 95%, qui a été choisie.

Afin de construire les VRE de 'OTA, il a été décidé pour tous les biomarqueurs urinaires, de
conserver les individus ayant une créatinine < 0,3 ou > 3 g. L ™" ainsi que les individus qui ont fumé
dans les deux heures précédant le recueil urinaire. Chez les enfants, la petite taille de I'échantillon
(200), ne permettait pas d’obtenir une extrapolation a la population des enfants vivant en France
métropolitaine en 2014-2016 (résultats non pondérés), il n’a donc pas été établi de VRE en OTA
pour les enfants. Chez les adultes, d’aprés les résultats de I'étude Esteban dans la population adulte
agée de 18 a 74 ans, il n’apparaissait pas pertinent de dériver une VRE spécifique par classe d’age
ou selon le sexe. En effet, il n’a pas été observé de variation des niveaux d'imprégnation selon I'age
ni le sexe pour 'OTA. La VRE proposée pour la population générale adulte agée de 18 a 74 ans
exprimée en ng. L' d’OTA urinaire est présentée dans le tableau ci-dessous.

Tableau 10. Valeur de référence d’exposition chez les adultes a partir des concentrations urinaires en
ochratoxine A (ng. L") dans les urines de la population vivant en France continentale, Esteban 2014-
2016

Biomarqueur Effectif Classe d’age P95 (1C95%) VREgs
Ochratoxine A 400 18-74 ans 305,0 [248,08; 375,47] 305
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8. CONCLUSION

Ces résultats malgré leurs limites restent importants car Esteban est la premiére enquéte en
population générale frangaise qui décrit 'imprégnation de la population frangaise aux aflatoxines et
a 'OTA. Les résultats ne montraient pas d’exposition aux aflatoxines chez les adultes et chez les
enfants. Cependant les résultats d’Esteban montraient une large exposition de la population a TOTA
qui est un néphrotique et un cancérigéne possible (CIRC, groupe 2B). Il est probable que la non
hydrolyse des échantillons avant le dosage ait eu un effet sur les résultats par une sous-estimation
car la forme conjuguée de 'OTA a pu échapper au dosage. Malgré tout, 'OTA a été quantifiée dans
les échantillons d’'un individu sur deux aussi bien chez les enfants que chez les adultes. La
comparaison des résultats de I'étude Esteban chez les adultes avec des études étrangéres reste
difficile a faire pour différentes raisons : taille d’échantillon faible, méthodes et performances
analytiques. Par exemple, les limites de détection et de quantification utilisées lors du dosage de
'OTA dans Esteban étaient plus élevées que celles des études étrangéres. Le caractére exploratoire
de I'étude de I'imprégnation par les mycotoxines dans I'étude Esteban doit amener a interpréter avec
précaution les résultats observés. Dans cette étude, L'imprégnation par 'OTA chez les adultes
augmentait notamment avec la consommation de charcuterie. Les associations observées
mériteraient d’étre mieux étudiées lors des prochaines études de biosurveillance afin d’approfondir
ou d’améliorer la connaissance des déterminants de I'imprégnation par 'OTA de la population
francgaise chez les adultes et d’en déterminer ceux chez les enfants. Par ailleurs, il serait souhaitable
d’élargir la connaissance de l'exposition de la population aux mycotoxines et donc d’analyser
d’autres mycotoxines qui sont aussi suspectés d’avoir des effets néfastes sur la santé humaine par
exemple le déoxynivalenol (DON, effets immunotoxiques et hématologiques), le zéaralenone (ZEN,
activité ostrogénique), la patuline (PAT, effets gastro-intestinaux, cytotoxique, immunotoxique,
perturbations hormonales) ou encore la fumonisine B4 (FB4) comme c’est le cas dans d’autres
études étrangeéres.
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Annexe 1. Liste des variables testées dans le modeéele multivarié
chez les adultes

Variables

Facteurs d’ajustements

Indice de masse corporelle - IMC

Age

Sexe

Vie en couple du référent

Ressenti de I'état financier

Nombre d’enfants dans le foyer

Dipléme

Créatinine

Déterminants connus de I’exposition (alimentaires)

Consommation de pains blancs et pains de mie nature

Consommation d’autres types de pain ou pains de mie (campagne, céréales, complets, sons ...)
Consommation de biscottes y compris complétes, aux céréales...

Consommation de céréales du petit déjeuner peu ou pas sucrées

Consommation de céréales du petit déjeuner sucrées et barres de céréales

Consommation pates, riz, semoule de blé

Consommation de légumes

Consommation de beeuf et veau y compris steak haché cru

Consommation d’agneau et de mouton

Consommation de lapin

Consommation de porc cuit y compris jambon blanc et saucisses

Consommation de poulet et autres volailles

Consommation de saucisson, saucisse séche chorizo, salami, andouille, lardons, bacon, coppa, etc.
Consommation d’abats (foie, rognons, gésiers, etc.)

Consommation d’ceufs (durs, sur le plat, a la coque, omelettes, etc.)

Consommation préparation a base d’ceufs (quiches, gateaux, crépes, etc.)

Consommation de lait entier, demi écrémé, écrémé, liquide concentré ou en poudre
Consommation de fromage de tout type y compris les fromages allégés

Consommation de yaourts, fromages blancs et petits suisses (natures, aux fruits, aromatisés, etc.)
Consommation de yaourts 0%, fromages blancs 0%, et desserts lactés 0%

Consommation de fruits

Consommation de biscuits, gateaux et patisseries

Consommation de viennoiseries (croissants, pain au chocolat, aux raisins, chaussons aux pommes, etc...)
Consommation de chocolats

Consommation de bonbons, confiseries et chewing-gums y compris sans sucre

Consommation de cacahuétes, amandes, pistaches, noisettes, noix, noix de cajou, olives..., natures ou salés
Consommation de thé, infusions, tisanes, etc.

Consommation de jus de fruits ou de légumes

Consommation de sodas, limonades, boissons aux fruits, eaux aromatisées, biére sans alcool, etc.
Consommation de vin blanc, rouge ou rosé, champagne, mousseux, crémant

Consommation de cidre

Consommation de biére
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