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Le Laboratoire de I'Anses a Fougeres est spécialisé dans I'analyse des résidus
de médicaments vétérinaires et de biocides dans les produits animaux, la
modélisation du devenir et des effets des médicaments vétérinaires, |'évaluation
des effets antibactériens et la caractérisation de dangers toxicologiques
pour la santé humaine des contaminants d’origine naturelle (toxines) ou
associés aux activités humaines (produits phyto-sanitaires, nanomatériaux).
Ces connaissances sont acquises par le biais de développement de projets
de recherche nationaux et internationaux et I'accueil d’étudiants pour la
formation par la recherche. Le laboratoire gere et exploite également un parc
d’équipements technologiques, qui inclut I'analyse d’images a haut contenu
informatif et un ensemble de spectrométres de masse et anime une plateforme
d'analyse statistique. Ces savoir-faire contribuent a la surveillance des dangers
dans le cadre de ses mandats de référence : il est laboratoire national de
référence pour les résidus de médicaments vétérinaires, ainsi que pour la
résistance aux antibiotiques et laboratoire de référence européen pour les
résidus d'antibiotiques et de colorants a activité pharmacologique.
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Pour mieux comprendre et caractériser les différentes étapes de la chaine
d’évenements menant de I'exposition a une ou des substances a la survenue
d'effets indésirables, le laboratoire déploie avec ses partenaires un ensemble
d'outils et de méthodes qui contribuent a I'évaluation du risque toxique. A
cela s'ajoute la mise en oeuvre de méthodes opérationnelles pour caractéri-
ser I'exposome humain et animal. Ceci est un préalable incontournable pour
conduire des programmes de recherche dans le champ de la santé environ-
nementale, dans le but de comprendre les mécanismes étio-pathogeéniques
des maladies chroniques émergentes et identifier les sources d’exposition sur
lesquelles agir.

Nos travaux sont centrés sur les meédicaments veétérinaires et leurs résidus,
I'influence des antibiotiques et des désinfectants sur la résistance aux anti-
biotiques, la caractérisation du devenir des substances au niveau cellulaire
et la mesure des effets toxiques in vitro et in vivo. Notre laboratoire exploite
des technologies recueillant de plus en plus de données dont I'analyse et la
compreéhension sont permises par les capacités croissantes de calcul et de
modeéelisation informatique. En particulier notre laboratoire a augmenté ses
capacités pour recueillir a I'échelle cellulaire et moléculaire une information
riche de type génomique, transcriptomique, protéomique et métabolique avec
et sans a priori. L'un des défis majeurs de notre temps est I'accroissement de
nos connaissances en biologie et en chimie sur le fonctionnement des cellules
et des organismes face a ces dangers toxiques. En particulier I'intégration des
signaux « omics » (comprenant la cellulomique, la génomique, la transcripto-
mique, la protéomique et la métabolomique) va représenter une étape critique
dans notre développement a venir avec I'émergence de la data science et |a
mise en place des outils pour la gestion des données.
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TRAVAUX REALISES

BIOCIDES DESINFECTANTS - RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Un projet exploratoire, financé par I’Anses pour favoriser la transversalité au
sein de I’Agence, a éte initié pour répondre a deux préoccupations de la filiere
porcine : la résistance des bactéries aux antibiotiques et la sécurité sanitaire.
Ce projet, QESABIO’, coordonné par I'unité Antibiotiques, biocides, résidus et
résistance a associé le laboratoire de Ploufragan-Plouzané-Niort la direction de
I"évaluation des produits réglementés. L'étude, effectuée dans trois élevages,
a montré que les produits biocides a base d'ammoniums quaternaires et de
glutaraldehyde appliqués lors des opérations de nettoyage et de désinfection
sont efficaces pour réduire d’environ 1 000 fois la quantité d’E. coli et |a flore
totale. L'exposition a ces biocides n‘a pas conduit a un développement de
résistance chez E. coli vis-a-vis de quatre antibiotiques ciblés, ni des substances
biocides, représentatives des principales familles chimiques employées dans
ce secteur. Le niveau d’excrétion de Salmonella par les porcs charcutiers était
relativement faible avec deux-tiers des prélevements présentant moins de dix
Salmonella par gramme de feces. L'excrétion était variable entre les élevages
et entre les porcs d'un méme élevage. Les résultats ont été présentés en 2020
lors des journées scientifiques et doctorales de I'’Anses et a la réunion d'infor-
mation et d'échanges du secteur porcin.

TEvaluation quantitative de la variabilité d’excrétion des salmonelles, et impact de |'utilisation de
biocides sur le développement de résistance aux antibiotiques aprées nettoyage/désinfection, en
élevage de porcs.
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PROJET OCEAN15

Apres cing ans de recherche, le projet Ocean15, coordonné par l'université
de Galway (Irlande) et qui regroupe quatre partenaires dont le laboratoire de
Fougeres, arrive a sa fin. Ce projet a été finance par I’Agence natioanle de la
recherche. Il s'est attaché a mieux cerner le comportement d’'une microalgue
toxique, Ostreopsis cf ovata, retrouvée en Méditerranée ainsi qu’a identifier les
composes produits et leurs effets toxiques pour I'"homme. En effet, Ostreopsis
produit des toxines appelées ovatoxines, qui sont des analogues d’'une toxine
bien connue, la palytoxine. Il a été rapporté des effets cutanés, oculaires et
de lasphere ORL, générés par les efflorescences d’'Ostreopsis en Méditerranée
chez ’lhomme. Méme si ces toxines sont egalement retrouveées dans certains
produits de la mer, aucune intoxication humaine associée a leur consomma-
tion n'a été rapportée. Cependant I'évaluation toxicologique reste encore
tres succincte en raison de I'absence ou de la tres faible quantité de toxines
purifiées. Deux variants (ovatoxines a et d) ont été purifiés a partir de cultures
d'Ostreopsis et leur toxicité a éte recherchée sur différents modeles cellulaires
par le laboratoire de Fougeres. Ces ovatoxines se sont reveélées toxiques sur
des cellules du systeme nerveux ainsi que sur des cellules pulmonaires, sans
différence notable entre les variants et a des niveaux équivalents a la palytoxine.
Cependant, sur des cultures humaines mimant la barriere intestinale, les deux
toxines se sont montrées moins toxiques que la palytoxine.

Les biocapteurs pour renforcer I'outil d’autocontrole des biocides
désinfectants en industrie

Les biocapteurs optiques sont utilisés pour la détection d'une grande diversité de conta-
minants alimentaires car ils présentent les meilleures caractéristiques (sensibilité, rapidité,
co(t faible, haut débit) pour une application sur le terrain. Déja évalués dans le cadre des
missions de référence du laboratoire pour la détection des résidus d’antibiotiques, ils pour-
raient étre une alternative prometteuse pour la détection de résidus de biocides a partir
des liquides de ringage suite aux opérations de nettoyage et de désinfection et dans les
aliments. Pour relever ce challenge, le projet CAPBIOLA (Développement de biocapteurs
électrochimiques et colorimétriques pour la détection des résidus de biocides désinfectants
pour I'industrie laitiére) est financé par la région Bretagne dans le cadre d’un appel Stra-
tégie d'attractivité durable. Un post-doctorant sera recruté pour 18 mois. L'étude portera
sur le développement, I'optimisation, I'évaluation et la validation de biocapteurs optiques
(colorimétriques et fluorimétriques) et électrochimiques pour la détection de composés
de la famille des ammoniums quaternaires et amines dans les produits laitiers. En plus de
I'expertise du laboratoire sur la détection des résidus d’antibiotiques et médicaments
vétérinaires, en particulier dans le lait, elle s'appuiera sur les compétences scientifiques
et techniques d’un laboratoire de I'Université de Perpignan (unité Biocapteurs — analyses -
environnement).
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EVALUATION ET VALIDATION DE KITS ELISA POUR LA DETECTION
DE NITROFURANES ET DE LA COLISTINE

Dans le cadre de ses missions de référence, le laboratoire a réalisé I'évaluation
et la validation des performances techniques de plusieurs kits ELISA?. Ces
kits €taient pour certains destinés a détecter des résidus de métabolites des
nitrofuranes, qui sont des substances interdites, dans des produits aquacoles
(crevette, poisson). Les autres servaient a détecter la colistine, antibiotique qui
est essentiellement utilisé chez le porc et la volaille et est classé dans la liste
des antibiotiques a usage humain d'importance critique a priorité élevée en
terme de risque d’antibiorésistance par I'OMS. Trois des quatre kits testés pour
la détection des résidus de métabolites de nitrofuranes montrent des capacités
de détection inférieures aux exigences réglementaires européennes actuelles
(1pg/kg) et environ 10 % de résultats faussement positifs. Pour la colistine trois
kits ont été évalués et validés. lls sont tous tres spécifiques (aucun faux-positif)
pour la détection de la colistine dans le muscle de porc et de volaille. Un seul
des kits présente une capacité de deétection vraiment satisfaisante (30 pg/kg)
par rapport a la limite maximale de résidus (150 pg/kg). Ces résultats ont éte
valorisés par des publications dans des journaux européens a comité de lecture.

Partenariat Horizon Europe pour I'évaluation des risques associés aux
substances chimiques (PARC, Partnership for the Assessment of Risks
from Chemicals)

En 2020, un partenariat sur I'évaluation des risques associés aux substances chimiques a
été proposé dans le cadre du cluster « Santé » du pilier 2 du programme cadre de I'Union
européenne pour la recherche et I'innovation, Horizon Europe. La coordination a été confiée
a I’Anses. Une équipe de management travaille avec les partenaires de PARC (agences
d’évaluation du risque nationales et européennes, universités, instituts de recherche et
laboratoires de référence) de 24 Etats membres pour élaborer une proposition qui sera
soumise a la fin du premier semestre 2021.

Ce programme de recherches et d'innovations répond aux besoins de |'évaluation du risque
en terme d’intégration des innovations méthodologiques dans le cadre réglementaire. Avec
les instances européennes, les ministéres et les parties prenantes, PARC mettra en place
un agenda de travail entre science et réglementation, destiné a accompagner la stratégie
de I'Union européenne dans le cadre du pacte vert pour I'Europe et plus particulierement
de la stratégie d’'une chimie durable. Cet agenda définira les priorités dans le domaine de
la surveillance chez 'homme et dans I’environnement et de la caractérisation du danger
de substances chimiques prioritaires. L'objectif est de soutenir et renforcer la collabora-
tion entre les différents domaines disciplinaires et réglementaires, afin de construire des
démarches expérimentales, d'analyse de données et d’évaluation du risque. Ce partenariat
de sept ans, est doté d'un budget prévisionnel de 400 M€ co financé a 50 % par la Com-
mission européenne. Il offre de nombreuses opportunités aux équipes du Laboratoire de
Fougeéres, aux équipes des laboratoires et des directions d’évaluation des risques associés
aux substances chimiques de I’Anses. Le projet PARC place I'’Anses au coeur des réseaux
scientifiques nationaux, européens et internationaux.

2Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay.
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RESIDUS MARQUEURS DE COLORANTS

Dans le cadre de la these d’Estelle Dubrell, et en lien avec les activités de
référence sur les résidus de médicaments vétérinaires et de colorants a acti-
vité pharmacologique, des travaux sur les résidus marqueurs de traitements
aux colorants en aquaculture ont été finalisés. Dans cette filiere, l'usage de
composes colorants de la famille des triarylméthanes, possédant des pro-
prietés antiseptiques et antifongiques est interdit du fait de leur toxicité. Le
devenir dans I'organisme de certains de ces composés est peu deécrit, et par
conséquent l'apport de connaissances pour définir les résidus marqueurs a
rechercher a des fins de surveillance dans des denrées d'origine alimentaire
s'avérait nécessaire. Les travaux de these ont permis d’explorer différentes
approches pour étudier le métabolisme d'un de ces colorants, le Victoria
Pure Blue BO. En combinant les résultats des études de métabolisme, in vitro
et in-vivo, un métabolite direct issu de I'exposition au Victoria Pure Blue a
éteé proposé comme résidu marqueur pertinent chez les salmonidés. Il a éga-
lement été observeé une perturbation biologique sur la production d'acides
biliaires apres exposition de truites a deux triarylméthanes. Ces travaux ont
ete réalisés avec la collaboration de la Faculty of fisheries and protection of
Waters (République tcheque) et du Laboratoire de Ploufragan-Plouzané-Niort
de I’Anses pour les expérimentations animales sur les poissons. Les résultats
ont fait I'objet de trois publications scientifiques.
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PERSPECTIVES
ET PROJETS ENGAGES

SILVERPROTECT

Financé par des fonds européens, ce projet est coordonné par le Laboratoire
de santé animale a Boulogne-sur-Mer et doit évaluer les performances de
matériaux antimicrobiens recouvrant les surfaces de préparation du poisson.
Il est effectué en collaboration avec des industries de la filiere aquacole, le
consortium PureZone, le Laboratoire de Fougeres, I'lUT de Saint-Brieuc et le
Centre technique d'expertise agroalimentaire de Saint-Lo.

QAC-BIOM

Pour la premiere fois, I'interaction entre I'exposition a de faibles concentrations
de biocides désinfectants, le microbiote intestinal et la barriere intestinale vont
étre étudiés afin d'élargir les connaissances sur les maladies inflammatoires
chroniques en utilisant une approche interdisciplinaire holistique. Ce projet
finance par le programme national de recherche environnement-santé-travail
est coordonné par l'unité infinite (Inserm- université de Lille - CHU Lille) et
associe trois unités du laboratoire.

CONTALIM

La contamination croisée des aliments pour animaux par les antibiotiques,
résultant de |'utilisation de lignes de production communes a tous les types
d’aliments, y compris les aliments médicamenteux, est une réalité mise en
evidence par des plans de surveillance réalisés en 2017 et 2018 dans les €le-
vages en France. Une these est menée pour évaluer les risques de transfert
de résidus aux aliments pour animaux ainsi que d'‘émergence de résistance
dans le microbiote des porcs soumis a une alimentation contaminée par les
antibiotiques retrouvés le plus fréequemment lors des plans de surveillance.
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ANTIBIOTRACE

Ce projet concerne |'évaluation des résidus d’antibiotiques dans le lait. La
présence de résidus favorise I'émergence et le développement de bacté-
ries résistantes. Mais les €tudes de résidus se heurtent a diverses difficultés,
en particulier analytiques. Elles sont longues, complexes et onéreuses. Elles
pourraient bénéficier des progres récents en modélisation pharmacociné-
tique-physiologiques (PB/PK). Ce projet, en collaboration avec le laboratoire
de Ploufragan-Plouzané-Niort et I'Inserm, I'Université de Poitiers, la societé
Ceva Santé animale, les lycées agricoles de Melle et Venours, a été réalisé sur
trois especes animales productrices de lait. Les analyses des teneurs dans le
lait sont en cours de réalisation.

Thése d’Océane Réale sur des modeéles originaux du systéme intestinal
humain pour I'étude du danger des phycotoxines

Les phycotoxines, métabolites secondaires produits par certaines espéces phytoplancto-
niques, peuvent s‘accumuler dans la chair des coquillages filtreurs et provoquer des intoxi-
cations chez I’'homme suite a leur consommation. Pour certaines toxines dites lipophiles,
les données épidémiologiques ont souligné divers symptdmes, en particulier intestinaux.
Cependant pour d’autres, aucun impact n‘a été documenté chez I'homme malgré une
toxicité avérée chez le rongeur. Par ailleurs, les études de toxicité intestinale in vitro dis-
ponibles ont utilisé seulement des modeéles cellulaires en monoculture ne prenant pas en
compte l'unité fonctionnelle du systéme intestinal, en particulier la présence du systéme
nerveux entérique. Ainsi, ce travail s’est attaché a mieux prendre en compte la diversité
cellulaire intestinale a I'aide de lignées cellulaires représentatives des entérocytes (Caco-
2), des cellules @ mucus (HT29-MTX) et des cellules gliales (EGC) pour évaluer la toxicité
de 6 phycotoxines : acide okadaique (AO), pecténotoxine-2 (PTX2), yessotoxine (YTX),
azaspiracide-1 (AZA1), spirolide-C (SPX) et palytoxine.

Hormis la spirolide-C, toutes les toxines ont montré une cytotoxicité sur les cellules gliales
avec une diminution de la viabilité et I'augmentation de médiateurs surexprimés lors d'un
stress par ces cellules.

Sur le modéle de co-culture Caco-2/HT29-MTX, la yessotoxine et, azaspiracide-1 ont montré
une légére toxicité avec une diminution de la viabilité et de la perméabilité. Par ailleurs,
avec acide okadaique et la pecténotoxine-2, on observe une réponse inflammatoire et une
légere augmentation de la production de mucus. L'effet toxique de I'acide okadaique et de
la pecténotoxine-2 ciblerait davantage les cellules a mucus que les entérocytes.

En tri-culture, la présence de cellules gliales accentue la toxicité de la pecténotoxine-2 alors
qu’au contraire, elles protégent les cellules épithéliales de la toxicité de I'acide okadaique.
Il semblerait que I'augmentation de la production de GDNF et de BDNF par les cellules
gliales, soit impliquée dans cette protection, ces gliomédiateurs renforcent en effet les
fonctions de la barriére intestinale.

Les résultats de ce projet apportent des données complémentaires pour I'évaluation du
danger des phycotoxines. lls soulignent le role joué par d’autres cellules que les entérocytes
dans la réponse toxique engendrée par ces toxines.
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