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Produits phytopharmaceutiques,
santé humaine et des écosystemes :

des expositions aux impacts

Les produits phytopharmaceutiques utilisés
en agriculture contiennent des molécules
spécifiquement congues pour étre toxiques
pour des organismes cibles. Cependant,

leur utilisation peut également entrainer

des effets non intentionnels, présentant des
risques potentiels pour les écosystémes et
les organismes non cibles, y compris les étres
humains. Les travaux menés dans le cadre

de l'appel a projets Ecophyto Recherche et
Innovation, « Produits phytopharmaceutiques
: de I'exposition aux impacts sur la santé
humaine et les écosystemes (2019)» et dans
le projet PESPOT ont permis d'approfondir la
compréhension des liens entre I'exposition
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a ces substances et les effets observés

dans l'environnement. En particulier, les
études ont mis en évidence comment

des niveaux d'exposition, méme faibles,
peuvent engendrer des effets chroniques
sur des organismes non cibles et perturber
les écosystemes. Ces résultats soulignent
I'importance de quantifier et de caractériser
ces expositions pour mieux évaluer leurs
impacts potentiels sur la santé humaine et
I'environnement.

Ce numéro est lié au carrefour de I'lnnovation
Inrae organisé collaboration avec INRAE,
Agreenium, Oniris et I'équipe d'animation
Ecophyto Recherche & Innovation.
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Fédérer des travaux transversaux sur les effets des pesticides sur toutes les
dimensions de la santé (humaine, animale, végétale, environnementale)
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Résumé

Dans le cadre du « plan Ecophyto I+ », devenu « Stratégie Ecophyto 2030 », des projets de recherche
ont été financés pour approfondir les connaissances sur l'exposition aux produits
phytopharmaceutiques (PPP) et leurs impacts sur la santé et I'environnement. Ces études ont conduit
au développement de méthodologies pour le suivi des pesticides et une meilleure prise en compte des
risques. Nous proposons une synthése des résultats de ces projets et une discussion sur des points
clés, I'évaluation des risques, réglementation, responsabilité collective, afin d'éclairer les politiques
publiques et d'encourager des pratiques agricoles durables. Les perspectives incluent 'évaluation des
interactions chimiques avec le changement climatique. Une approche interdisciplinaire et une
collaboration entre chercheurs, professionnels de santé, agriculteurs, agro-industrie et autorités
publiques sont essentielles pour réduire les risques liés aux usages des pesticides.

Mots-clés : exposition, historique, dysfonctionnement, perturbation endocrinienne, cancer, ‘une seule
santé’, recherche, impact

Abstract: Federate cross-disciplinary work on the effects of pesticides on all aspects of health
(human, animal, environmental)

As part of the “Ecophyto I+ plan”, now known as the “Ecophyto 2030 strategy”, research projects have
been funded to increase knowledge of exposure to plant protection products (PPPs) and their impact on
health and the environment. These studies have led to the development of methodologies for monitoring
pesticides and taking better account of risks. We offer a synthesis of the results of these projects and a
discussion of key issues - risk assessment, regulation, collective responsibility - to inform public policy
and encourage sustainable agricultural practices. Perspectives include the assessment of chemical
interactions with climate change. An interdisciplinary approach and collaboration between researchers,
health professionals, farmers, agro-industry and public authorities are essential to reduce the risks
associated with pesticide use.

Keywords: exposure, history, dysfunction, endocrine disruption, cancer, 'one health', research, impact

1. Introduction

La stratégie Ecophyto 2030 récemment publiée prend la suite du plan Ecophyto 11+2, et réaffirme son
ambition de préserver la santé publique et celle de I'environnement dans une logique « Une seule
santé ». Ainsi, la France poursuit son objectif de réduction de I'utilisation et des risques globaux des
produits phytosanitaires. Le recours aux produits phytopharmaceutiques (PPP) en agriculture est
toujours au coeur des débats concernant les risques qu'ils induisent pour la santé humaine et le
fonctionnement des écosystémes. Malgré leur efficacité indéniable pour la protection des cultures, leur
utilisation souléve des préoccupations croissantes quant a (i) 'exposition et aux impacts a long terme
sur la santé publique et I'environnement (ii) la prise en charge des colts de santé mais aussi des codts

1 hitps://agriculture.gouv.fr/strategie-ecophyto-2030
2 https://agriculture.gouv.fr/le-plan-ecophyto-quest-ce-gue-cest
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astronomiques de dépollution (contamination de I'eau potable) (iii) le caractére difficilement réversible
(chlordécone).

En 2005, une expertise scientifique collective s’est attachée a documenter les contaminations par les
PPP des différents compartiments de I'environnement, les impacts sur les organismes non-cibles et les
écosystémes3. Une deuxieme expertise scientifique collective a ét¢ menée en 2013 (avec une
actualisation des données en 20214) pour relater les effets des pesticides sur la santé humaines. A
lissue de cette compilation de plusieurs milliers de références scientifiques, les experts ont mis en
évidence un certain nombre de « trous de connaissances » et ont fourni des préconisations sur de
futures recherches a mener, indispensables pour accompagner la réduction de I'utilisation des PPP.
Parmi ces préconisations nous pouvons souligner celles de favoriser une recherche interdisciplinaire
intégrant plusieurs approches dans le but de mieux caractériser le lien entre exposition et pathologie et
de mieux déterminer quand des observations faites chez I'animal sont transposables a 'nomme.

En 2019, la publication d’'un ouvrage collectif a fourni un panorama synthétique des principales sources
de contamination environnementale, dont les PPP, ayant un effet sur la santé humaine®.

Toutefois, encore trop peu de travaux relatent des impacts des PPP qui relient les atteintes aux
écosystemes a celles, directes ou indirectes, sur la santé humaine. Les médecins souffrent souvent de
lincapacité a disposer de reconstitutions précises des expositions la ou les écotoxicologues peinent
encore a savoir qualifier et quantifier comment les PPP altérent les fonctionnalités des écosystemes. De
surcroit les atteintes a la santé animale liées aux PPP restent finalement peu souvent évoquées et
mobilisées.

Fort de ces constats, 'axe recherche & innovation Ecophyto a lancé, en 2019, un appel a projet
« Produits phytopharmaceutiques : de l'exposition aux impacts sur la santé humaine et les
écosystemes’ ». L'objectif était de mieux comprendre les relations entre I'exposition aux PPP dans
I'environnement et les effets, notamment chroniques, sur les organismes et les écosystemes, et ce, dés
les faibles doses, comme par exemple des équivalents de ‘perturbation endocrinienne’ a I'échelle des
écosystemes, pouvant mettre en péril une fonctionnalité et entrainer des déreglements importants avec
des effets retard. L’enjeu est également que les connaissances produites puissent orienter les choix
publics dans un contexte ou la crise sanitaire de la COVID-19 a rappelé vigoureusement que la santé
des Hommes, la santé des animaux domestiques et sauvages, la santé des plantes et de
I'environnement sont intimement liées. Cette approche globale que 'on appelle « Une seule santé » ou
« One Health » est de plus en plus intégrée dans la stratégie des politiques publiques, mais sans doute
plus dans une acception ‘zoonose’ face aux maladies vectorielles qu’en lien avec les maladies
chroniques générées par 'exposition aux substances chimiques, dont le choix d'une agriculture
utilisatrice de PPP.

Les efforts de recherche ont été de nouveau soutenus par I'axe recherche et innovation Ecophyto, avec
i) en 2021, le lancement de I'appel a projet « Produits phytopharmaceutiques : de I'exposition aux

3 https://www.inrae.fr/actualites/pesticides-agriculture-environnement-reduire-lutilisation-pesticides-
limiter-impacts-environnementaux

4 https://ecophytopic.fr/pic/exposition-et-impacts/expertise-collective-pesticides-effets-sur-la-sante

5 https://inserm.hal.science/inserm-
02102981/file/lnserm_EC 2013 PesticidesEffetsSante _Synthese.pdf

6 https://lwww.statistiques.developpement-durable.gouv.fr/lenvironnement-en-france-edition-2019-focus-
environnement-et-sante

7 https://ecophytopic.frirecherche-innovation/exposition-et-impacts/appel-projets-ecophyto-sante-
humaine-et-ecosystemes-2019
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impacts sur la santé humaine et les écosystémes vers une approche intégrée “une seule santé®” » , ii)
en 2022, une expertise scientifique collective sur I'impacts des PPP sur la biodiversité et les services
écosystémiques?® et iii) en 2024 le lancement de I'appel a projet « Quantifier les bénéfices/risques de
changements de pratiques agricoles, en termes d'indicateurs précoces d'impacts a la fois sur la santé
humaine et les écosystémes dans une approche interdisciplinaire conduite a I'échelle d’un territoire »10.

Cet article présente un état des lieux des projets financés dans le cadre de I'appel a projets « Produits
phytopharmaceutiques : de I'exposition aux impacts sur la santé humaine et les écosystémes »!1
mentionné supra, expose une analyse critique des résultats obtenus et propose de metire en
perspectives quelques axes de recherche.

2. Impacts sur la santé et I'environnement

Les produits phytopharmaceutiques sont utilisés dans le monde entier pour protéger les cultures en
assurant la gestion des ravageurs et des maladies. Cependant, leur utilisation accrue a conduit & des
préoccupations concernant |'exposition concomitante des travailleurs agricoles, des riverains, des
consommateurs, des animaux et des écosystemes environnants. Leur présence dans tous les milieux
(sol, eau, air) comme dans le vivant est aujourd’hui avérée.

2.1. Impact sur la Santé Humaine

Les années 50 marquent l'arrivée des premiéres études qui établissent un lien entre I'utilisation de
pesticides et les problemes de santé humaine notamment chez les travailleurs agricoles (Kingsley,
1956). Depuis, les préoccupations n‘ont cessé de croitre, ainsi que les travaux de recherche plus
approfondis qui ont ouvert la voie, en particulier pour améliorer les connaissances sur les effets a courts
et longs termes et I'impact sur des populations spécifiques que I'on pourrait qualifier de « vulnérables »
(enfants, femmes enceintes, travailleurs agricoles, riverains). Ainsi, nous pouvons citer I'exemple de
revues de littérature (Mackensie Roos et al., 2012 ; Munoz-Queza et al., 2013) qui synthétisent les
preuves rapportées sur I'exposition aux pesticides organophosphorés, tel que l'insecticide chlorpyrifos,
et les effets sur le développement neurologique des enfants et des travailleurs agricoles. Les auteurs
relatent des effets négatifs de ces pesticides entrainant des troubles liés a la mémoire (enfants de 7
ans), a l'attention (chez les tous petits) ainsi que des déficits moteurs (chez les nouveau-nés). Chez les
professionnels les études ont mis en évidence une association significative entre une exposition de
faible intensité a ce type de pesticides et une altération des fonctions cognitives telles que la vitesse
psychomotrice, la fonction exécutive, la capacité visuospatiale, la mémoire de travail et la mémoire
visuelle. D’autres maladies mettent en cause également les pesticides. C'est le cas de certains cancers
(sang, sein, prostate). Par exemple, des méta-analyses d’études épidémiologiques ont établi un lien
convaincant entre I'exposition au glyphosate et aux pesticides organochlorés sur le risque de
développement de lymphomes non hodgkinien (Luo et al., 2026 ; Zhang et al., 2019). Plus récemment
c'est une méta-analyse d’une revue de littérature sur I'exposition des femmes aux pesticides et le risque
de cancer du sein qui a été réalisée. Plus les niveaux d’exposition sont élevés plus le risque de cancer
du sein est important, les pesticides agissant comme perturbateurs endocriniens (Panis et Lemos,
2024).

8 https://ecophytopic.fr/recherche-innovation/pour-aller-plus-loin/appel-projets-ecophyto-ri-une-seule-
sante-2021

9 https://ecophytopic.fr/recherche-innovation/exposition-et-impacts/esco-impacts-des-produits-
phytopharmaceutiques-sur-la

10 https://ecophytopic.fr/recherche-innovation/exposition-et-impacts/appel-projets-ecophyto-sante-et-
ecosystemes-2

" Lequin S., Bottou C. 2025. (coord.) Ilivret de présentation des projets
https://ecophytopic.fr/sites/default/files/2025-03/20250206-%20livret%20CIAG%20V1.pdf
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Toutefois, des connaissances seront encore utiles pour approfondir les voies et les doses d'exposition,
I'effet d’exposition a long terme sur l'aggravation des maladies chroniques ainsi que les effets de
mélanges de molécules résultant d'une accumulation de faibles doses. Ces travaux doivent permettre
de cadrer la mise en place d’actions de réduction de I'exposition efficientes, tant pour les professionnels
que les populations et les écosystémes hébergeant ou riverains des cultures.

2.2. Impact sur les Ecosystémes

Cest également vers les années 50 que les premiéres préoccupations concernant limpact des
pesticides sur les écosystémes ont commencé a émerger avec ['utilisation accrue d'insecticide comme
le Dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT). En 1962 Rachel Carson publie son ouvrage influent « Silent
Spring »'2, qui met en lumiére les effets néfastes des pesticides sur I'environnement, en particulier sur
les oiseaux et les écosystemes aquatiques. Ce livre est souvent crédité d'avoir lancé le mouvement
environnemental moderne et d'avoir suscité une prise de conscience générale des dangers des
pesticides. Des travaux de recherche commencent alors a évaluer l'impact des pesticides sur la
biodiversité et le fonctionnement des écosystémes. Notons, néanmoins, que les recherches se sont
intensifiées ces quinze derniéres années en étudiant I'impact sur les organismes non cibles tels que les
pollinisateurs, les oiseaux, les organismes aquatiques, les sols... Par exemple, en 2017, Wood et
Goulson résument les recherches menées sur limpact des néonicotinoides sur les organismes non
cibles depuis 2013. Ces recherches ont démontré la migration et la persistance des néonicotinoides
dans les sols agricoles, les cours d'eau et les éléments constitutifs de la végétation non cultivée. Les
niveaux de concentrations retrouvés, susceptibles d'avoir un effet négatif significatif sur les organismes
non ciblés, étaient supérieurs aux seuils dans de nombreux habitats agricoles non cultivés. Les preuves
les plus solides se trouvent dans les masses d'eau entourant les zones agricoles. Les travaux de Bariod
et al. (2024) montrent que des composés de pesticides (méme interdits) sont retrouvés dans le sang de
perdrix sauvage. Bien que les doses retrouvées ne semblent pas affecter leur survie immédiate, une
exposition chronique a de faibles quantités est susceptible de provoquer des effets sublétaux, c'est-a-
dire des effets a long terme, sur les voies physiologiques. Plus récemment a été publié une synthése
des impacts des pesticides (insecticides, herbicides et fongicides) sur de multiples organismes non
ciblés a tous les niveaux trophiques (Wan et al., 2025). Les résultats de cette synthése remettent en
question la durabilité de l'utilisation actuelle des pesticides et confirment la nécessité d'améliorer les
évaluations des risques afin d’assurer une réelle protection de la biodiversité et des écosystémes,
méme tres éloignés des zones agricoles comme les poles ou le fond des océans.

2.3. Implications sur notre rapport a 'usages des PPP

Que cela concerne la santé humaine ou les écosystémes, les connaissances produites et celles qui
restent a venir doivent permettre d’orienter les efforts sur la prévention plutét que sur la réparation des
préjudices. C'est en vue de cet objectif qu'il est utile et incontournable de fédérer des disciplines trés
différentes, pour déterminer d’une part les processus physico-chimiques qui conduisent, de ['utilisation
de ces substances a I'exposition de populations et d’écosystemes non cibles (ou Adverse Exposure
Pathway) lien entre une exposition, un événement déclencheur au niveau moléculaire et un effet
néfaste sur 'organisme (ce que I'on appelle et « Adverse Outcome Pathway » (AOP) (ou « chemins de
I'effet adverse »13). Il est important que ces résultats puissent également guider la maniére d’améliorer
les procédures d’évaluation des risques des pesticides et la traduction logique du retrait de nombreuses
substances actives s'avérant finalement problématiques. En effet, les agences qui homologuent ou
retirent les pesticides se basent en partie sur des modélisations complexes et des connaissances
scientifiques et des méthodologies souvent datées. Or, un rapport de 'agence nationale de sécurité

12 hitps://fr.wikipedia.org/wiki/Printemps_silencieux
13 https://europepmec.org/article/med/29236470
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sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail (ANSES)' expose un certain nombre de
recommandations dont celles de veiller a prendre en compte les connaissances scientifiques nouvelles,
de favoriser la diversité scientifique dans les collectifs d’experts, de considérer avec attention les alertes
scientifiques... De plus, les connaissances actuelles soulignent la complexité croissante des
interactions entre les pesticides et leurs impacts sur la santé humaine et I'environnement (Figure 1).

Figure 1 : Evolution des connaissances

. Date pivot 1960 L, K
Etude des effets toxiques immédiats suite & une sur la Complexﬂe croissante des
exposition unique et bréve & une substance . . .
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i | sglementation. De plus, avec 234
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Altération des systémes hormonaux affectant le substances actives en 2023 et au
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etindirec \ .

= effe catalyseur pourtant mal a cela. Les dates pivots

ont été déterminées a partir d'une
analyse de la littérature sur Web of Science.

Ainsi, ce qui pouvait étre considéré comme acceptable @ un moment donné, compte tenu des
connaissances disponibles, s'avere finalement néfaste aujourd’hui d’ou la nécessité d'une réévaluation
des méthodes d'évaluation des risques et d’'une évolution de la réglementation. Les futurs travaux
devront aussi s'intéresser davantage aux effets catalyseurs engendrés par I'exposition aux PPP, c’est-
a-dire comment le caractére fragilisant de I'exposition aux pesticides se traduit par une mortalité accrue
induite par une autre cause. A titre d'illustration, c'est ce qu’ont pu démontrer Sanchez-Bayo et al. en
2016 chez les abeilles dont la suppression immunitaire des défenses naturelles par les insecticides
(néonicotinoides et fipronil) a ouvert la voie aux infections parasitaires et aux maladies virales, avec une
propagation plus élevée parmi les individus et les colonies d'abeilles que dans des conditions d'absence
d'exposition a ces insecticides. Ainsi I'exposition aux pesticides est susceptible de renforcer les
implications d’autres facteurs de stress dont nombreux sont environnementaux : poussiéres, allergies,
toxines.

2.4. Vers une approche « Une seule santé »

II faut principalement attendre les années 2000 pour voir se multiplier les recherches reliant la santé
humaine a la qualité et au fonctionnement des écosystémes, notamment avec I'émergence du concept
« Une seule santé ». Le concept initial reste largement centré sur le constat que certaines maladies
humaines trouvent leur origine dans I'existence de foyers infectieux portés par des animaux, parfois
asymptomatiques. La présence de 'homme, dont la population s’étend a tous les environnements,
augmente la chance de contact, multipliant les risques de transfert. Ainsi le répertoire des agents
infectieux (potentiellement) humains se retrouve a englober tout le monde animal. Dans un certain
nombre de cas, on souhaitera gérer le risque en jouant sur le compartiment réservoir animal.
Rappelons-nous les pancartes ‘étable indemne de brucellose’ ou la gestion de la tuberculose bovine en
limitant les possibilités d’échange entre les bovins et les blaireaux, porteurs sains.

14 https://hal.inrae.fr/hal-04178142
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Ce concept s'est élargi au-dela de linfectiologie humaine et animale, avec la reconnaissance de
limpact potentiel de notre environnement sur I'émergence ou I'aggravation des maladies chroniques
(cancer, diabéte...), ainsi que la prise en compte des interactions directes et indirectes entre
modifications des écosystémes, santé des plantes, pathologies animales, santé humaine
(Destoumieux-Garzon et al., 2018).

Les synergies entre les causes font que 'on est conduit & relier la santé de tout organisme a celle de
son environnement. En ce sens, l'eau (qualité et quantité) est un point d’entrée universel de cette
approche « une seule santé ».

Les travaux de recherche menés dans le cadre de I'appel a projets « Produits phytopharmaceutiques :
de l'exposition aux impacts sur la santé humaine et les écosystemes » apportent de nouvelles
connaissances a la fois sur les méthodes de détections des molécules de PPP chez 'Homme et dans
environnement mais aussi des données d’expositions et de leurs impacts. Les tableaux 1 et 2 ci-
dessous présentent la synthése de ces travaux.

Tableau 1: Description synthétigue des projets de recherche de Ilappel a projets « Produits
phytopharmaceutiques : de I'exposition aux impacts sur la santé humaine et les écosystémes » : types de

populations/organismes et type d’exposition étudiés, méthodologies utilisées.

Projets de recherche

ETAP- Exposition des
travailleurs agricoles aux
PPP en vergers de
pommiers : de la
contamination a I'impact
endocrinien

PEPS Exposition
professionnelle aux
PEsticides en milieu
professionnel agricole et
cancers de la Prostate et
du Sein

GEO-K-PHYTO* Dispositif
de surveillance
épidémiologique des
cancers en lien avec les
expositions
environnementales aux
PPP agricoles en France
SCREENPEST*
Développement et mise en
ceuvre d’une nouvelle
approche de criblage a
large échelle pour une
caractérisation étendue de
I'exposition de 'THomme
aux pesticides

Populations/organismes

étudiés

Travailleurs agricoles (TA)

Agriculteurs frangais

Riverains de zones
agricoles

Travailleurs agricoles et

population générale
francaise

Méthodologie

Mesures de taux de
résidus de PPP sur
pommiers et vétements
des TA

Prélévements biologiques
chezles TA

Modélisation du transfert
sur peau

Croisement des données
de la cohorte AGRICAN et
des matrices PESTIMAT

Collecte et analyses de
données d’exposition et de
données cliniques

Criblage a grande échelle
et méthodes de
caractérisation
Constitution d’'une base de
données incluant les
identifiants de plusieurs
milliers de PPP et leurs
métabolites

Type d’exposition

Continuum en
suivant la chaine
de contamination
(exposition*
externe et
contamination
interne)
Exposition a de
faibles doses mais
avec des melanges
et sur une longue
période

Exposition ‘vie
entiére’
Co-exposition a
plusieurs
substances

Exposition indirecte

Exposition interne
via l'agriculture
(TA) ou via
I'alimentation et
I'environnement
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NEUROPHYTO Evaluation
des effets sur le
neurodéveloppement de
I’exposition prénatale et
postnatale aux PPP

PESTIFERTI* Exposition

environnementale aux PPP

a effet perturbateur
endocrinien : un lien avec
Pinfertilité féminine ?

PESTILYMPH Lymphomes
Non Hodgkiniens et
Pesticides

EXPLORA EXpositions aux

Pesticides au stade
Larvaire et conséquences
sur les traits d'histoire de
vie des Ouvriéres et des
Reines chez Apis melifera

PESPOT* Occurrence de
pesticides ultra polaires et
de leurs produits de
transformation dans des
eaux potables
TAPIOCA*Caractériser
I'exposition chronique aux
produits de transformation
des PPP et leurs effets
écotoxiques dans les
milieux aquatiques
TEPOT* évaluation des
effets Toxicologiques et

Ecotoxicologiques des PPP

utilisés sur la culture de la
POmme de Terre

Enfants (exposition
prénatale et postnatale)

Femmes en &ge de procréer

Agriculteurs.rices frangais

Abeilles a miel Apis
mellifera (ouvriéres et
reines)

Eau potable

Milieux aquatiques

Pomme de terre et sol

Etudes de cohortes :
analyses de biomarqueurs
dans cheveux et urine
Développement de
modéles
(pharmacocinétique basée
sur la physiologie et des
modéles de type chemins
d'effets néfastes)
Extractions de données
cliniques et biologiques
Développement de
différents dosages de PPP
et métabolites dans les
sols et les liquides
biologiques humains
Etudes épidémiologiques
et analyses statistiques

Combinaisons de mesures
de mortalité, de traits
d’histoire de vie, de
physiologie, de
comportement, d’analyse
moléculaire et chimique et
de fitness

Echantillonnage passif et
analyses non ciblées par
spectrométrie de masse

Développer des méthodes
analytiques non ciblées
Couplages d’approches
analytiques,
écotoxicologiques et de
modélisation

Etudes de toxicologie et
ecotoxicologie, analyses
des sols, quantification des
résidus de PPP

Exposition interne
via l'alimentation et
l'environnement a
différents moments
de la vie
(exposition sub-
chronique)

Exposition interne
via l'alimentation et
l'environnement
(eau, sal, air) au
niveau du lieu
d’habitation

Exposition directe
sur culture et
élevage
Expositions a des
faibles doses au
stade larvaire ou
adulte

Non concerné

Exposition de
l'environnement
aux molécules
meres et leurs
produits de
dégradation
Exposition
multirésiduelle

Les projets marqués d’une * font I'objet d’un article dans ce numéro. Des synthéses graphiques’® de ces projets ont également été
réalisées en direct lors du colloque par Louise Plantin.

Tableau 2 : Principaux impacts-effets-risques attendus, principaux résultats obtenus et utilité/sortie potentielle de

ces projets de recherche

Projets de recherche

Impact/effet/risque

15 Plantin L. 2025.

Synthéses

graphiques

Principaux résultats

des

projets

Utilité/sortie potentielle

https://ecophytopic.fr/recherche-

innovation/exposition-et-impacts/replay-produits-phytopharmaceutiques-sante-humaine-et
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ETAP Exposition des
travailleurs  agricoles
aux PPP en vergers de
pommiers: de Ia
contamination a
Pimpact endocrinien

PEPS Exposition
professionnelle aux
PEsticides en milieu
professionnel agricole
et cancers de Ila
Prostate et du Sein

GEO-K-PHYTO*
Dispositif de
surveillance
épidémiologique  des
cancers en lien avec les
expositions
environnementales aux
PPP agricoles en France

SCREENPEST*
Développement et mise
en ceuvre d’une

nouvelle approche de
criblage a large échelle

Perturbation
endocrinienne

Cancer du sein
Cancer de la prostate

Augmentation du
risque de développer

un Syndrome
myélodysplasique
(cancer

hématopoiétique)

Eventuelles relations
entre exposition aux
pesticides et
parametres de santé

Pas deffet androgénique
des 6 pesticides testés

Pas d'effet anti-
androgénique du
Flonicamide

Validation d'une approche
d’'analyse de recherche de
suspects par
spectrométrie de masse
haute  résolution et
chromatographie liquide a
lanalyse des urines des
travailleurs

Elaboration de 5 tables de
la matrice PESTIMAT pour
prés de 90 molécules
pesticides différentes =>
calcul  de  plusieurs
indicateurs  dont  des
scores d’expositions
cumulées  directs et
indirects sur la vie
professionnelle des
membres de la cohorte
AGRICAN => analyses
pour étudier les
associations entre ces
scores et le
développement de
cancers de la prostate et
du sein

Dispositif de surveillance

épidémiologique des
cancers en lien avec les
expositions
environnementales  aux
PPP

Processus de production
pérenne de données

d’expositions aux surfaces
culturales optimisé par des
algorithmes  d'Intelligence
Artificielle

Acquisition de données

spectrométriques

complémentaires pour
couvrir la plus large
gamme  possible  de

Recommandations pour Ila
sécurité au travail
Sensibilisation des acteurs de
terrain

# Intérét pour un parent
pauvre de [lanalyse de
risque : la contamination a la
rentrée au champ, plus ou
moins  longtemps  aprés
I'application

Prévention et protection des
travailleurs agricoles
Résultats a intégrer par le
Centre International  de
Recherche sur le Cancer

* Enrichissement de Ia
connaissance des
expositions

#Quuvre la voie a une analyse
avec prise en compte des
expositions multiples

Eclairer  les politiques
publiques : recommandations
pour organiser les territoires
et établir des zones de non-
traitement

Elargir cette étude a
lensemble des cancers
surveillts par le réseau
Francim

Apporter des informations

essentielles pour, réévaluer
les autorisations de mise sur
le marché des PPP

* Engage le processus /
Ouvre la porte a une
reconnaissance du caractéere
victime des pesticides pour
des non-professionnels du
monde agricole

Eclairer  les politiques
publiques : fournir un soutien
plus précis a I'évaluation de
I'exposition et au
positionnement d’alerte
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pour une caractérisation
étendue de I'exposition

de ’Homme aux
pesticides
NEUROPHYTO
Evaluation des effets
sur le

neurodéveloppement de
I'exposition prénatale et
postnatale aux PPP

PESTIFERTI* Exposition
environnementale aux
PPP a effet perturbateur
endocrinien: un lien
avec linfertilité féminine
?

PESTILYMPH
Lymphomes Non
Hodgkiniens et
Pesticides

EXPLORA EXpositions
aux Pesticides au stade
Larvaire et
conséquences sur les
traits d'histoire de vie
des Ouvriéres et des
Reines chez  Apis
melifera

Potentiels risques sur
le  développement

neuropsychologique
(diminution du
quotient intellectuel)
et moteur
Perturbation
endocrinienne =>
Effets sur les cellules
ovariennes =>
syndrome des

ovaires polykystiques
=> |nfertilité

=> Effets néfastes sur
la production in vitro
des hormones
sexuelles

Cancers
hématologiques et
lymphomes

Effets sublétaux sur
le  développement,
I'immunité, la
communication, la
cognition, le butinage

marqueurs d’exposition

Nouvelles propositions de
valeurs toxicologiques de
référence spécifiques aux

enfants pour des
expositions sub-
chroniques

Des premiéres données
d’'imprégnation des
enfants francais de 3,5
ans aux pesticides
Développement d'un
nouveau modéle de
chemins d'effets néfastes
(Adverse Outcome
Pathway, AOP)
Potentielle association
d'une pathologie
ovarienne avec la
présence des différents
PPP étudiés dans les
eaux de surface dans les
communes ou résident les
patientes

Elévation de risque de
myélome multiple
Identification
mécanismes d'actions

des

Une courte exposition au
boscalid a un impact
négatif sur les
performances de la reine
et de sa colonie a long
terme

Les reines exposées au
Pictor avaient plus de
risques de mourir que les
reines controles

végétale, environnementale)

précoce

Les bases méthodologiques
pourront étre adaptées pour
étre étendues a dautres
matrices  biologiques (e.g.
matrices sanguines, cheveux,
etc...).

#* Vers une approche de
recherchne  étendue  de
routine et sans a priori ?
Eclairer  les politiques
publiques : Sensibilisation sur
les risques pour les femmes
enceintes et les jeunes
enfants

# Vient renforcer la possible
reconnaissance du caractéere
victime des pesticides en
exposition in utero

Recommandations pour Ila
réglementation: revoir la
dose toxique de certains
triazoles

Méthode de dosage de PPP
et méthode d'analyse des
sols  valorisables  pour
d’autres études

# Extension possible (a terme)
des maladies reconnues
comme professionnelles
Résultats a intégrer par les
agences nationales
d’évaluation des risques
(ANSES, EFSA) et par le
Centre  International  de
Recherche sur le Cancer

# Extension possible (a terme)
des maladies reconnues
comme professionnelles
Contribuer a améliorer Ila
stratégie pour la protection
des abeilles

#  Démonstration  qu'un
fongicide peut avoir des
impacts avérés sur d'autres
régnes que les champignons
avec des implications sur des
demandes de complément
d’information au moment de
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PESPOT*  Occurrence
de pesticides ultra
polaires et de leurs

produits de
transformation dans des
eaux potables

TAPIOCA*Caractériser
exposition chronique
aux produits de
transformation des PPP
et leurs effets
écotoxiques dans les
milieux aquatiques

TEPOT* évaluation des
effets Toxicologiques et
Ecotoxicologiques des
PPP utilisés sur Ia
culture de la POmme de
Terre

Contamination de
leau potable =>
risque pour la santé
humaine

Reprotoxicité et
génotoxicité pour des
organismes non
cibles

Effet sur I'expression
de génes et e
microbiote intestinal

Nouveaux outils  pour
échantillonner les
molécules ultra-polaires
Elargissement de la

gamme de pesticides
analysables

Les PPP et leurs
nombreux produits de
transformation ~ peuvent
étre toxiques pour des
organismes  aquatiques
non cibles.

La dégradation des PPP
atténue généralement leur

toxicité dans les milieux
aquatiques, mais de
nouvelles toxicités

peuvent apparaitre

Evaluation du danger plus
que du risque résultant
des contaminations des
récoltes et des sols aprés
une saison culturale
Faibles concentrations
mais  multiplicitt  des
résidus de PPP
Sols avec un
biologique limité
Biosurveillance par les
lichens

statut

Points clés abordés par plusieurs projets a retenir :

la  réhomologation  des
substances actives

Mieux comprendre ['efficacité
respective des  différents
moyens de traitement de
I'eau et compléter I'évaluation
des expositions potentielles
des consommateurs
Documenter ['exposition des
populations aux molécules
ultra-polaires

* Faire progresser les
connaissances de la voie
d’exposition via l'eau, une
matiere commune a tous les
organismes vivants

Guider ~ l'évolution  des
politiques publiques :
Stratégies de gestion des

eaux et des produits
chimiques

Requestionner les
démarches actuelles
d’évaluation du risque
Adapter les  procédures

d’autorisations et de retraits

* Tres en phase avec I'esco
INRAE IFREMER qui vient
souligner la contamination y
compris du milieu marin
Améliorer la surveillance et
I'évaluation des effets des
contaminations
multirésiduelles, a
doses
Transposition de I'approche a
d'autres filieres  agricoles
comme les céréales, en
arboriculture ou en viticulture
# Contamination des jardins
potagers a proximité des
zones agricoles ?

faibles

Les nouvelles méthodologies et outils développés dans ces travaux ont permis de faire progresser la
science dans la détection, l'analyse, la surveillance et I'évaluation des PPP et de leurs impacts sur la
santé humaine et des écosystémes.

Ces recherches permettent d’éclairer les politiques publiques, les instances réglementaires en montrant
qu'il faudrait agir a plusieurs niveaux :

- faire évoluer la réglementation en adaptant les procédures d’autorisations de mise sur le
marché et de retraits ainsi que la réévaluation des autorisations. Ces résultats de recherche
doivent davantage étre pris en considération dans les évaluations des risques et donc venir
questionner les méthodes d’évaluations actuelles et les valeurs des seuils de toxicité ;
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- renforcer la surveillance des maladies de type cancer et la biosurveillance ;

- sensibiliser les travailleurs agricoles aux risques encourus suite a un épandage des pesticides
("équipement individuel de protection ne protége pas de tout). Sensibiliser les riverains et la
population en général et faciliter les démarches d’une reconnaissance du caractére victime des
pesticides étendues a des non-professionnels du monde agricole ;

- actualiser le registre des maladies reconnues comme professionnelles ;

- mettre en place une stratégie de gestion de l'eau, cette derniére étant un point d’entrée
universel ;

- adapter les pratiques agricoles et établir des zones de non-traitements.

3. Discussion

Les résultats de ces travaux renforcent I'évidence des liens entre exposition aux pesticides et impacts
négatifs sur la santé humaine et les écosystémes. Il est désormais établi que la toxicité aigué ne refléte
qu'une part d’'un tableau plus complexe, ou les effets chroniques et a faibles doses, longtemps sous-
estimés, peuvent entrainer des conséquences graves (cancers, troubles du neurodéveloppement,
pathologies ovariennes, mortalité des abeilles, toxicité aquatique...). Pourtant, les méthodes actuelles
d’évaluation des risques reposent encore largement sur des tests a court terme, négligeant les effets a
long terme, les phases vulnérables du cycle de vie (croissance, reproduction, sénescence) et les effets
combineés de plusieurs substances.

Les connaissances sur les interactions physico-chimiques et biochimiques entre substances restent
limitées, comme le souligne I'expertise collective INRAE et IFREMER (2022). Les méthodes
traditionnelles ne prennent pas en compte les effets « cocktail » : les réglementations, fondées sur des
évaluations de substances isolées, sous-estiment les risques de I'usage combiné des pesticides ou de
leur présence avec d'autres polluants. En outre, les évaluations en conditions « standardisées »
ignorent la variabilité réelle des milieux (ressources alimentaires, pression pathogéne...), facteurs
influencgant fortement la vulnérabilité des individus.

Ces constats interrogent la pertinence des évaluations a priori (cf. §2.3) et lefficacité des
réglementations actuelles. En santé humaine, on sait que la biodisponibilité d’'un médicament peut étre
modifiée par les aliments — par exemple, le jus de pamplemousse doit étre évité avec certains
traitements anticancéreux (Libiad et al., 2022). De méme, des périodes comme la grossesse et le
développement feetal sont particulierement sensibles a I'exposition aux pesticides (Halbouty et al.,
2025). D'ou la nécessité d’une évaluation a posteriori renforcée, permettant une révision continue des
autorisations et usages afin de limiter les expositions. L’évaluation des risques liés a I'exposition
atmosphérique reste encore marginale, alors que la présence de pesticides dans I'air — méme urbain -
est avéree, et qu'il s'agit d’'un vecteur majeur d’exposition aux substances toxiques.

Il faut également évoquer les colits cachés des pesticides, souvent absents des analyses coit-
bénéfice. Dés 1992, Pimentel estimait ces colts a 8 milliards de dollars par an, chiffre probablement
sous-évalué car les données sont rares et il est difficile de donner une valeur monétaire acceptable
d'une vie humaine perdue ou raccourcie ou encore d'une maladie chronique due aux pesticides. Il est
tout aussi difficile d'attribuer une valeur monétaire a la biodiversité, qu'elle soit remarquable ou
ordinaire, espéces sauvages vertébrés et invertébrés, aux microbes qui assurent la santé des sols, ou a
la nourriture. De méme, la non-prise en compte des empoisonnements d'animaux domestiques, des
pertes non enregistrées de poissons et d'animaux sauvages, de cultures, d'arbres et d'autres plantes,
des pertes résultant de la destruction des invertébrés, d'atteinte aux fonctionnalités assurées par la
microflore et la microfaune du sol, ainsi que de la dépollution, ont pu contribuer a la sous-estimation.
Une revue de littérature plus récente (Bourquet et Guillemaud, 2016) suggére en effet que ces colits
étaient sous-estimés, puisqu’une évaluation plus compléte actualisée en 2013, estime une atteinte
probable de la valeur de 39,5 milliards de dollars US par an en attribuant des colts monétaires réels
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des empoisonnements humains par les pesticides, la pollution de I'eau et du sol, et les effets sur la
santé humaine tels que le cancer et la stérilité. En France, une autre étude de 202116 estime les colts
sociétaux des pesticides a 372 millions d’euros (France) et 2,3 milliards (UE) en 2017, incluant
régulation, soutien public, traitement de I'eau, impacts sur la sante et la biodiversité.

Tous ces éléments soulevent des questions de responsabilité collective et de prévention pour
accompagner la réduction de l'usage et de I'exposition aux pesticides pour favoriser une meilleure
santé et préserver la biodiversité (Pesce et al., 2025). Cela implique une nouvelle approche qui concilie
I'accompagnement des agriculteurs, leur permettant de s'orienter vers des pratiques agricoles
alternatives, et l'implication de I'ensemble de la chaine de valeur, depuis la production jusqu'a la
consommation. Il s’agit également d’opter pour un rééquilibrage des prix alimentaires, en prenant en
compte les externalités associées a I'agriculture biologique par rapport a I'agriculture conventionnelle.

4. Conclusion et perspectives

La problématique des pesticides exige une approche intégrée et systémique, tenant compte de la
diversité des impacts sur la santé humaine, I'environnement et les écosystémes. La palette des
maladies suivies en épidémiologie a vocation a s'élargir. On doit renforcer les cohortes sur le long
terme, mieux évaluer les expositions, notamment dans des populations spécifiques (par exemple les
enfants in utero) ou lors des périodes d’entrée au champ des travailleurs. Les technologies analytiques
permettent aujourd’hui une détection fine des contaminants. Ainsi la question de « jusqu’ou aller dans la
mesure chimique » a été posée au cours du colloque. La mesure chimique est une donnée
incontournable pour les approches épidémiologiques et éco-épidémiologiques, mais également pour la
compréhension des voies d’exposition. Néanmoins ces mesures doivent s'accompagner d'efforts de
modélisation pour comprendre les processus d’exposition et agir en prévention, car nous gagnerions a
prévenir plutdt que guérir.

La question de la responsabilité collective se pose, avec la nécessité de reconnaitre et d'intégrer les
colts sanitaires et environnementaux des pesticides. L'eau, vecteur clé de contamination, pourrait
servir de levier pour adopter une approche « Une seule santé », surtout dans un contexte de
changement climatique.

Les effets combinés des substances chimiques et l'articulation concomitante des expositions a ces
produits ainsi qu'a d'autres sources de risques doivent étre mieux étudiés, de méme que les effets a
long terme sur la santé humaine et la biodiversité, en s’appuyant sur des sites d’observation pérennes
et un suivi rigoureux des traitements appliqués, idéalement cela pourrait démarrer sur une région pilote.

Les liens entre santé humaine, animale et écosystémes restent encore a renforcer. En effet, les projets
de l'appel présentés ici se concentrent encore largement sur la santé humaine, sans établir de liens
évidents avec les écosystemes, se limitant & une juxtaposition d’approches plutét qu'a une véritable
intégration. De plus, la santé animale, malgré sa valeur de modéle, n'a été que faiblement mobilisée
alors que le risque est double (maladies animales et passage des substances dans les aliments
d’origine animale) et présente un enjeu autour des animaux sentinelles.

Ces constats ont conduit I'axe recherche et innovation d’Ecophyto a orienté davantage les appels, qui
font suite a celui-ci, autour du concept « Une seule santé » (cf. § 1. Introduction) et a renforcé I'attendu
en termes d'interdisciplinarité.

Malgré la reconnaissance de la nécessité d’une recherche interdisciplinaire, sa mise en ceuvre reste
difficile. D’autres réseaux, comme Holimitox, montrent l'intérét de regrouper chercheurs en toxicologie,
médecine, environnement et biologie.

16 BASIC, Analyse de la création de valeur et des colts cachés des pesticides de synthése, 2021 -
Pesticides-un-modele-qui-nous-est-cher_Rapport-complet.pdf
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Ainsi, il est attendu que les consortiums non seulement continuent, mais également intensifient leur
collaboration sur des problématiques globales.

Enfin, la collaboration entre scientifiques, professionnels, régulateurs et décideurs est ressortie du
colloque comme une approche indispensable pour développer des solutions durables, adaptées aux
réalités locales, notamment face aux défis supplémentaires posés par le changement climatique.

Déclaration sur la disponibilité des données et des modeéles
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Résumé

L'exposition humaine aux contaminants, dont les pesticides, est généralement estimée par des
méthodes indirectes. Les méthodes de biosurveillance conventionnelles restent centrées sur un nombre
limité de substances connues, laissant les risques associés a une exposition multiple actuellement
sous-exploreés.

Nous proposons une approche innovante pour détecter le maximum de marqueurs d’exposition aux
pesticides de fagon non ciblée en combinant trois plateformes complémentaires de spectrométrie de
masse couplée a la chromatographie. Cette approche permet, autour du concept d’exposome (Wild,
David), de produire des données d’exposition sur une large gamme de pesticides et métabolites par
criblage d'un large panel de marqueurs d'exposition. Les résultats montrent la plus-value de cette
approche appliquée a deux études épidémiologiques (PELAGIE et Nutrinet-Santé), pour tester des
associations avec des paramétres de santé.

Mots-clés : spectrométrie de masse, exposome, pesticides, miniaturisation

Abstract: An innovative analytical approach for a comprehensive overview of internal exposure
to pesticides

Human exposure to contaminants, including pesticides, is generally estimated using indirect methods.
Conventional biomonitoring methods remain focused on a limited number of known substances, leaving
the risks associated with multiple exposures currently underexplored.

We propose an innovative approach to detect as many pesticide exposure markers as possible in an
untargeted manner by combining three complementary mass spectrometry platforms coupled with
chromatography. This approach, based on the exposome concept (Wild, David), allows us to produce
exposure data on a wide range of pesticides and metabolites by screening a broad panel of exposure
markers. The results demonstrate the added value of this approach, applied to two epidemiological
studies (PELAGIE and Nutrinet-Santé), to test for associations with health parameters.
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1. Introduction

L’évaluation des effets de I'exposition aux produits phytopharmaceutiques (PPP) sur la santé de
’'Homme nécessite de disposer de données d’exposition les plus exhaustives et précises possible, que
ce soit pour mettre en évidence des associations avec des évenements de santé ou pour évaluer la
prévalence de I'exposition aux PPP dans la population générale afin de mesurer I'impact des mesures
de gestion. L'évaluation de I'exposition aux PPP reste une problématique complexe en raison en
particulier (i) du trés grand nombre de substances utilisées (et leur variété de propriétés physico-
chimiques) et de la multi-exposition qui peut en résulter, (ii) de la diversité des pratiques d'utilisation
selon les cultures, et enfin (ii) de la variété des sources d’exposition (air extérieur et intérieur,
alimentation et diversité des habitudes alimentaires, exposition cutanée, etc...). Cette évaluation est
historiquement basée soit a partir de mesures indirectes de I'exposition externe (questionnaires sur les
usages, contamination des environnements, approche géographique) soit sur la multiplication
d’analyses ciblées réalisées sur un nombre limité de substances dans des matrices biologiques (bio-
monitoring / marqueurs d’exposition). La caractérisation de I'exposome chimique de fagon plus
exhaustive impose aujourd’hui de changer de paradigme en mettant en ceuvre de nouvelles approches
de criblage non ciblé & large échelle.

Dans ce contexte une méthodologie innovante basée sur I'utilisation multiplexée de plusieurs méthodes
de séparation chromatographique couplée a la spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS) a
été développée pour une couverture maximale de I'exposition interne aux pesticides. Le terme de
multiplexage concerne ici l'utilisation de plusieurs méthodes analytiques complémentaires pour générer
une information optimale a partir d'un échantillon unique. L'objectif premier du projet SCREENPEST est
de concevoir des outils analytiques permettant de contribuer a la biosurveillance de demain, pour étre
capable de fournir des données d’exposition exhaustives de qualité en changeant d’échelle et en
couvrant sans a priori une large gamme de substances. Le projet SCREENPEST propose donc une
approche analytique de rupture consistant en un workflow analytique harmonisé de criblage a large
échelle de PPP et de leurs métabolites ou produits de dégradation, basé sur la HRMS. La Figure1
présente de fagon synthétique le contexte et les objectifs du projet SCREENPEST. Les avancées
méthodologiques du projet SCREENPEST permettent de s'appuyer sur une vision plus exhaustive de
I'exposition aux contaminants chimiques (PPP dans le cadre de ce projet) pour améliorer les stratégies
de prévention et la prise de décision en matiére de politique publique.

A lissue des étapes de développement méthodologique, cette approche holistique a été appliquée a
deux cas d’étude permettant (i) d’éprouver la méthode développée sur des échantillons biologiques
humains, (ii) de générer de nouvelles données d’exposition, et (i) de tester des associations entre les
niveaux d’exposition observés et certains parametres de santé disponibles dans les études concernées.
Pour cela nous nous sommes appuyés d’une part sur I'étude PELAGIE (168 échantillons) (Chevrier)
afin de tester de maniére exploratoire le lien entre I'exposition observée et les paramétres
anthropométriques chez I'enfant, et d’'autre part sur 'étude Nutrinet-Santé (200 échantillons) (Baudry)
afin de tester le lien entre I'exposition mesurée et le risque de diabéte de type 2.
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Figure 1 : contexte général du projet SCREENPEST.
2. Résultats

2.1. Préparation d’échantillon

Dans un premier temps une liste de composés suspects a été établie pour réaliser les développements
analytiques. Ceux-ci ont été choisis pour couvrir une large gamme de poids moléculaires (72 g/mol <
PM <720 g/mol) et de polarité (-4,71<Log Kow<8,38) et sélectionnés sur des critéres de disponibilité
commerciale, d'utilisation des pesticides en France (données 2019), d’expertise épidémiologique, ainsi
qu'a partir de données déja disponibles (en particulier provenant du projet européen HBM4EU auquel
les partenaires du projet ont participé (Vitale, Meijer, Cabellero-Caseiro)).

A Tissue d'une étape de sélection sur différents critéres, un jeu de 187 composés (incluant 127
pesticides et 60 de leurs métabolites) a été utilisé pour le développement méthodologique. Différentes
conditions de préparation d’échantillon ont été testées (dilute and shoot (DS), extraction liquide-liquide
(LLE) et extraction en phase solide (SPE)). Les résultats ont montré que la SPE était la méthode la plus
efficace en termes de taux de récupération, répétabilité, effet matrice. Sur la base d'une phase
polymérique un fractionnement par élution successives permet a partir d'une prise d'essai limitée
(0,5mL) d’échantillon urinaire de produire des extraits pouvant étre distribués sur les différentes
plateformes analytiques utilisées (respectivement LC-HILIC-HRMS sur la premiere élution, LC-C18-
HRMS et GC-HRMS sur les élution suivantes).

2.2. Mesures HRMS

Comme indiqué dans la partie 2.1, pour couvrir la plus large gamme possible de polarité des marqueurs
d’exposition, 3 plateformes analytiques de HRMS couplée a la chromatographie ont été utilisées, soit
respectivement la LC-HILIC-HRMS pour les composés trés polaires et les méthodes LC-C18-HRMS et
GC-HRMS pour les composés de polarité moyenne a faible (Figure 2). La HRMS utilisée ici permet de
recueillir une information riche au niveau moléculaire (masse exacte, formule élémentaire), pour
comparaison avec des bases de données spectrales publiques ou développées en interne par les
laboratoires partenaires du projet.
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GC - Orbitrap

LC-phase inverse (C18) - QToF

LC-HILIC - LTQ-Orbitrap XL

Figure 2 : Approches complémentaires pour une large couverture de I'exposition aux pesticides.

Sur la base des 187 composés sélectionnés pour le développement méthodologique, les résultats
montent que cette approche sans a priori permet a partir d’'une prise d’essai minimale et unique (0,5 mL
d’'urine) de réaliser une analyse holistique multiplexée (c'est-a-dire distribuée sur trois plateformes
analytiques différentes et complémentaires) et de couvrir la plus large gamme possible de marqueurs
d’exposition interne aux pesticides avec une bonne complémentarité (Figure 3). Malgré les efforts
réalisés pour 'optimisation des méthodes analytiques, la Figure 3 indique que certains composés ne
sont détectés par aucune des trois plateformes analytiques utilisées, montrant qu'il reste une marge de
progression sur I'exhaustivité des marqueurs détectés par des workflows pas encore arrivés a pleine
maturité. A l'inverse, d’un point de vue qualitatif, 80 composés modele parmi les 187 sélectionnés sont
détectés par les trois plateformes analytiques, illustrant le recouvrement de la gamme de polarité
couverte par chacune des méthodes sans zone non couverte. Cette nouvelle méthodologie proposée
dans le cadre du projet SCREENPEST ouvre néanmoins la voie a de nouvelles approches basées sur
lutilisation de la HRMS et des outils de traitement de données développés en métabolomique et en
exposomique pour offrir des solutions innovantes en matiére d’évaluation de I'exposition aux PP.

Détection des composés sélectionnés dans la liste des suspects / développements (standards 10ng/ pl)

176 molécules détectées /187 au total

GC - Q Exactive Orbitrap
. DB-sMS
(0.25pum. 0.250mMmx30m)
El

HILIC = LTQ-Orbitrap XL
Acquity UPLC®BEH Amide

(1.7um, 1.0x100mm) 9 4
ESt* and ESI- 4.9% - 3.8% |
Genorou "’
SO0 igistou A W
314% S4%
2
1.1%

=" LERE

LA L ¢

Figure 3 : Complémentarité des plateformes analytiques utilisées (base set de composés utilisés pour
les développements méthodologiques).

2.3. Traitement des données

Le traitement des données HRMS collectées a été effectué de fagon harmonisée entre les 3
laboratoires qui ont généré ces données, avec des outils issus de développements internes libres
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d’'accés (e.g. XenoScreener, Scannotation (Chaker, Chaker) W4M MetaboHUB (Giacomoni) ou de
solutions offertes par les constructeurs (e.g. Trace Finder et/ou Xcalibur Thermo Scientific).

Cette étape cruciale a permis de fournir des matrices de données d’exposition sur un format unique
pour leur analyse par les équipes épidémiologistes partenaires du projet. Les matrices harmonisées
comportent en lignes les pesticides et métabolites suspects (>2000 dans nos bases de données) et en
colonnes les identifiants de ces composés (formule brute, masse exacte, N° CAS, IUPAC, Inchikey,
Smile, niveau d'identification selon I'échelle de niveaux de confiance d'identification / annotation de
Schymanski faisant référence internationale dans le domaine des contaminants (Schimansky) et
lintensité du signal détecté sur chacun des individus / échantillons.

Les premiers résultats ont permis de mettre en évidence la présence de composés tels que
azoxystrobine, carbofuran, cyazofamid, cymoxanil, fenpropimorphe, isoproturon, napropamide,
propoxur, 4-nitrophenol, 2-hydroxy-ethofumesate, maleic hydrazide, (pour n’en citer que quelques-uns),
dans les différents extraits urinaires analysés par les trois plateformes analytiques complémentaires.
Les fréquences de détection et les niveaux d'identification sont évidemment variables d’'un composeé a
l'autre et d’'une cohorte a l'autre sur les deux cas d’études utilisés. Cette premiére liste de composés
identifiés au niveau 1 est toujours en cours d’évolution pour faire « remonter » des composés
caractérisés au niveaux 2 ou 3 vers le niveau 1 a l'aide de l'interprétation / comparaison des spectres
MS/MS obtenus expérimentalement avec les données disponibles dans les bases de données
spectrales (bases internes des laboratoires et bases disponibles en ligne). Ceci fait 'objet de travaux
complémentaires réalisés a l'issue des analyses statistiques en épidémiologie, pointant d’éventuels
marqueurs d’intérét non encore caractérisés, ce qui fait tout I'intérét de la méthode non-ciblée.

Ces données sont d’ordre semi-quantitatif, ce qui permet de comparer le niveau d’exposition entre
individus sur un méme composé marqueur d’exposition (Figure 4). Par contre, a I'heure actuelle et
compte tenu des limitations des approches de HRMS non ciblée en absence de standard interne
identifié pour chaque composé, cette approche globale ne permet pas de comparer les niveaux
d’exposition entre les marqueurs pour un méme individu en raison des instruments différents, et des
rendements d’ionisation / coefficients de réponses qui sont variables d'un composé a l'autre sur un
méme instrument (Figure 4).

Intensité signal /
Variables d’identification échantillons cohortes

Marqueur

| '
e 1 B AP 3rY
] FiA-3 8 XIEIElD
. RN REAE AR
| |

Comparaison

impossible entre PP
—— - == 4 = . " / metabolites pour

- un méme individu

Figure 4 : Structure typique d’une matrice de données d’exposition aux PP telle que produite aprés les
analyses multiplexées en HRMS (exemple de la GC-HRMS).
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2.4. Analyse et interprétation des données d’exposition

L’'analyse des données d'exposition produites a partir des trois plateformes analytiques
complémentaires (Moufawad) est en cours et permet aux épidémiologistes de disposer d’une
couverture la plus exhaustive possible de I'exposition interne aux pesticides pour une mise en relation
avec des données de santé.

Les deux études reposant sur des parametres de santé différents (étude de déterminants d’exposition
dans le cas de la cohorte PELAGIE et étude de type cas-témoin dans le cas de la cohorte Nutrinet-
Santé), les outils statistiques utilisés ne sont pas les mémes. Dans le cas de I'étude PELAGIE des
méthodes de classification de type NMF sont utilisées pour différentier des profils d’exposition et mettre
en relation les déterminants d’exposition avec les données de santé des enfants issus de la cohorte.
Sur I'étude Nutrinet-Santé, 'analyse des données est effectuée a I'aide de modéles de régression
logistique conditionnelle prenant en compte le schéma de I'étude (sujets appariés). Des méthodes
innovantes de régression pénalisée (elastic net, lasso) sont appliquées pour la sélection des molécules
marqueurs de risque. Les données sont actuellement en cours d’analyse et les résultats seront produits
prochainement.

A titre d’exemple, les premiers résultats de ce projet indiquent la possibilité de mettre en évidence sans
a priori un nombre élevé de marqueurs d’exposition (PPP et métabolites associés) ainsi que leurs
fréquences de détection sur les populations étudiées (Figureb). Ces résultats permettent de produire
des données les plus exhaustives possible au front de science actuel dans le domaine et de mettre en
évidence de potentiels nouveaux marqueurs d’exposition non encore explorés par les méthodes ciblées
classiquement utilisées.

Figure 5: Exemple de nombre de marqueurs d’exposition détectés et de taux de détection sur les
sujets de la cohorte PELAGIE (données GC-HRMS).

Ces données peuvent étre exploitées en épidémiologie pour classifier des groupes de population par
des méthodes statistiques spécifiques (NMF dans le cas présent) permettant de gérer les marqueurs
non détectés chez un certain nombre de sujets et de regrouper les sujets selon leurs profils d’exposition
aux PPP (Figure6). Ces résultats restent a 'heure actuelle a consolider en agrégeant I'ensemble des
données HRMS collectées (ici Figure 5 et Figure 6 représentant uniquement les données GC-HRMS
prises comme données d’apprentissage). Ceci fait I'objet de travaux toujours en cours entre les
différents partenaires du projet SCREENPEST pour optimiser I'exploitation de ces données (gestion de
la redondance d'information, gestion des niveaux d'identification faibles a moyens, gestion des
variables / marqueurs non détectés) dans une démarche novatrice. Ces aspects restent au front de
science dans le domaine et font également l'objet de développements spécifiques en analyse
statistique hors du périmetre du projet SCREENPEST. Les données d’exposition produites peuvent étre
rendues accessibles sur demande auprés des partenaires du projet SCREENPEST pour une mise en
regard avec les données épidémiologiques sur les deux cohortes utilisées pour une mise a I'épreuve de
la méthodologie analytique développée.
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Figure 6 : Stratification des sujets sur 'étude PELAGIE par non negative matrix factorisation (NMF) sur

la base de différents meta-exposomes (données GC-HRMS).

3. Conclusion

Le projet SCREENPEST a permis de montrer qu’une approche sans a priori basée sur des techniques
complémentaires utilisant la HRMS permet a partir d’'une prise d’'essai minimale et unique (0,5 mL
d’'urine) de réaliser une analyse holistique multiplexée et de couvrir la plus large gamme possible de
marqueurs d’exposition interne aux pesticides (Moufawad) comme indiqué en Figure 7. Ceci ouvre la
voie a de nouvelles approches basées sur I'utilisation de la HRMS et des outils de traitement de
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données développés en métabolomique et en exposomique pour offrir des solutions innovantes en
matiére d’évaluation de I'exposition aux PPP.

:% <
- Approche screening Extraction des do
i Gitaersd de pesticides suspect-

SCREENPEST

Figure 7 : Workflow développé par le projet SCREENPEST pour une approche innovante d’évaluation
de I'exposition interne aux pesticides

Cette approche présente encore des marges de progrés en termes de technologie, sur les aspects de
sensibilité des approches non-ciblées en comparaison avec les approches ciblées méme si les progrés
technologiques en matiére d’instrumentation analytique permettent d’atteindre maintenant des
sensibilités presque comparables.

L'un des verrous restant a lever concerne le traitement des données spectrométriques massives
produites par la HRMS aussi bien sur le plan analytique (standardisation de I'extraction des signaux,
alimentation des bases spectrales, outils chemo-informatiques) que sur le plan de la compatibilité des
matrices de données spectrométriques fournies par les laboratoires de chimie analytique avec les outils
statistiques utilisés en épidémiologie (taille et format des données, gestion des composés non détectés
donnant des zéros difficiles a gérer au niveau statistique). Ces aspects font I'objet de développements
menés dans le cadre des travaux des infrastructures nationales auxquelles sont affiliés les partenaires
du projet SCREENPEST (France Exposome, MetaboHUB) ainsi que sur le projet Européen PARC sur
lequel les partenaires du projet SCREENPEST sont leaders.

Malgré certaines limitations de I'approche proposée au front de science dans le domaine, le nouveau
paradigme proposé pose les bases d’'une méthodologie holistique d’évaluation de I'exposition interne
aux pesticides, pouvant étre étendue a de nombreuses autres classes de contaminants.
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Résumé

Le projet GEO-K-PHYTO a pour objectif de mettre en place et de tester le fonctionnement d’un
dispositif de surveillance épidémiologique des cancers en lien avec les expositions environnementales
résidentielles aux produits phytopharmaceutiques agricoles en France. Les méthodes de
reconnaissance des parcelles agricoles par IA conjuguées aux données des registres des cancers
francais permettent de démontrer la faisabilité et la pérennité d’'un tel dispositif. Nous validons l'outil
proposé sur une analyse du lien entre les cancers des organes hématopoiétiques (sang, moelle
osseuse et tissus ganglionnaires) et I'exposition aux surfaces agricoles riveraines des populations.

Mots-clés : pesticides, cancers, expositions, santé-environnement

Abstract: Epidemiological cancer surveillance linked to residential proximity to agricultural
pesticides in France

The aim of the GEO-K-PHYTO project is to set up and test operational aspects of an epidemiological
cancer surveillance system linked to residential environmental exposure to agricultural plant protection
products in France. The methods used to identify agricultural plots using Al, combined with data from
French population-based cancer registries, shows the feasibility and viability of such a system. Finally,
we validated the proposed tool analyzing the potential relationship between residential proximity to
cropland and occurrence of haematopoietic cancers (blood, bone marrow and lymph node tissue).

Keywords: pesticides, cancer, exposure, health-environment

1. Introduction et contexte

La population frangaise, notamment par le biais d’associations ou de collectifs de malades, s'interroge
de plus en plus sur l'impact sanitaire de 'emploi des pesticides agricoles sur les riverains des zones de
cultures ou sont appliqués ces produits. Ces doutes sont légitimes, car il est aujourd'hui établi que les
pesticides épandus sur les parcelles se propagent bien au-dela de la zone sur laquelle ils sont
appliqués, du fait de phénoméne de dérive de pulvérisation et de volatilisation (Blair et al., 2015) et de
processus de transfert hydrique. Les pesticides se dispersent ainsi dans le sol, l'air et les eaux
souterraines et de surface (Aubertot et al., 2005). La présence de pesticides a été détectée dans toutes
les phases atmosphériques (gazeuse, liquide ou particulaire, pluie ou brouillard, dans les aérosols),
dans 91 % des cours d'eau et dans 59 % des eaux souterraines, a des taux parfois supérieurs a la
concentration maximale admissible définie pour I'état chimique et écologique par la directive cadre sur
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I'eau (Marliére, 2008). D’autre part, les expertises collectives de 'INSERM sur les effets des pesticides
sur la santé humaine, la premiére publiée en 2013 et l'autre, consistant en sa mise a jour, publiée en
2021, ont synthétisé la littérature épidémiologique et toxicologique a I'échelle internationale Baldi et al,
2013 et 2021. Ces travaux concluent a des niveaux de présomption élevés concernant le lien entre
expositions aux pesticides et différentes pathologies, notamment, parmi les hémopathies malignes, les
lymphomes non hodgkiniens (LNH) et les myélomes. Les résultats disponibles indiquent que
I'exposition professionnelle aux pesticides pourrait étre un des facteurs étiologiques des LNH ou de
myélomes. De fait, les associations mises en évidence concernent essentiellement les expositions
professionnelles alors méme que les populations riveraines des zones agricoles peuvent étre
concernées par la dérive des produits utilisés sur les cultures. La littérature scientifique apporte en effet
des preuves d’une influence de la proximité aux zones agricoles sur la contamination par les pesticides
du lieu de vie, variable selon les substances, leur mode d’application et la maniere d'estimer
I'exposition.

Les populations riveraines des zones agricoles sont donc potentiellement exposées. Une méta-analyse
réalisée en amont du projet GEO-K-PHYTO (Roingeard et al, 2021) montre que I'hypothése du lien
entre 'exposition environnementale résidentielle aux pesticides d'origine agricole et le risque de
survenue d’hémopathies malignes (HM) dans la population générale est plausible lorsque I'on prend en
compte les études épidémiologiques publiées dans la littérature scientifique. L'étude recommande dans
sa conclusion de poursuivre les travaux sur le sujet car ils sont peu nombreux et souvent menés dans
des contextes d'usage de pesticides trés différents, suivant des méthodes diverses et de qualité
variable, et donc difficiles a analyser globalement.

En France, nous sommes notamment confrontés a un manque de données permettant de caractériser
les expositions des riverains aux pesticides a une échelle fine (la parcelle cultivée, par exemple). Ce
constat a initialement été fait par 'expertise collective de I'lnserm sur les effets des pesticides sur la
santé de 2013, mise a jour en 2021. Depuis 2021, les données sur les usages de pesticides et leurs
géolocalisations sont toujours aussi lacunaires (Baldi et al, 2013 et 2021). On peut citer notamment les
cahiers d'utilisation des molécules et des quantités appliquées qui ne sont pas informatisés et en
conséquence non disponibles aux chercheurs. La Base nationale des ventes de produits
phytosanitaires ne permet pas non plus d'indiquer ce type d'information a une échelle fine (disponible a
I'echelle du canton uniquement).

L'objectif principal du projet GEO-K-PHYTO est de se doter d’'un outil visant a améliorer les
connaissances sur 'impact sanitaire de I'utilisation des produits phytopharmaceutiques a travers la mise
en place du premier dispositif de surveillance épidémiologique des cancers de I'adulte (15 ans et plus),
en lien avec une meilleure estimation de [I'exposition environnementale résidentielle aux
phytopharmaceutiques des riverains des zones agricoles. La réflexion sur ce dispositif inclut d'emblée la
faisabilité et les modalités de production au long cours de données et d'indicateurs d’exposition
résidentielle aux pesticides de qualité (pertinence, fiabilité, précision et exhaustivité). Le développement
d’algorithmes de traitement massif d'informations issues d’images (aériennes ou satellitaires) offre
notamment des outils puissants pour atteindre I'objectif principal de notre projet.

2. Méthode

Le dispositif mis en place doit permettre de surveiller au cours du temps et de fagon pérenne, I'impact
de l'utilisation des pesticides agricoles sur le risque de survenue des cancers. Afin de tester la faisabilité
d’un tel dispositif, nous avons mis en place une preuve de concept qui se propose d’évaluer le lien entre
expositions des riverains aux zones agricoles et le risque de survenue d’un cancer des organes
hématopoiétiques (sang, moelle osseuse et tissus ganglionnaires).
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2.1. Les données utilisées

Les données sanitaires :

Les données concernant les hémopathies malignes sont issues des registres des cancers de huit
départements disposant également des données nécessaires aux calculs des indicateurs d’exposition
indirecte des riverains aux pesticides (départements 16, 17, 33, 44, 79, 85, 86, 87). Ces registres
qualifiés par le comité d’évaluation des registres (CER) et participant au réseau Francim répondent a
des régles d’enregistrement nationaux et internationaux qui garantissent ainsi I'exhaustivité et la qualité
des informations sanitaires recueillies. Tous les nouveaux cas d’hémopathie maligne sont extraits de la
base commune Francim. Sont inclus dans la preuve de concept, tous les patients de 15 ans et plus au
moment du diagnostic, résidant dans l'un des huit départements de l'étude, et nouvellement
diagnostiqués pour une hémopathie maligne entre le 01/01/2006 et le 31/12/2017.

Les nouveaux cas d’hémopathies malignes sont codés selon la classification internationale des
maladies appliquée a l'oncologie (3éme version — CIM-O3) regroupés en 17 entités distinctes
correspondant aux sous-types d’hémopathies malignes les plus fréquents : lymphomes malin non-
hodgkiniens, lymphome de Hodgkin, leucémie lymphoide chronique / lymphome lymphocytique,
lymphome folliculaire, lymphome diffus a grandes cellules B, lymphome a cellule du manteau,
lymphome de Burkitt, lymphome de la zone marginale, myélome multiple / plasmocytome, lymphome
lymphoplasmocytaire / macroglobulémie de Waldenstrdm, leucémie a tricholeucocytes, lymphome T /
NK & cellules matures, leucémie / lymphome lymphoblastique a cellules précurseurs (B, T ou SAl),
leucémie aigué myéloide, leucémie myéloide chronique, syndromes myélodysplasiques, leucémie
myélomonocytaire chronique et autres syndromes myélodysplasiques.

Les données d’exposition des riverains aux parcelles agricoles (proxy) :

En 'absence de données frangaises sur le type et les quantités de pesticides agricoles réellement
appliquées sur les parcelles, nous utilisons des données géographiques sur leurs contours et le type de
culture comme proxy de I'exposition résidentielle aux pesticides. Il a été fait recours aux données
géographiques produites par I'lGN qui permettent de disposer des informations nécessaires au calcul
des indicateurs d’expositions culturales. Sur les 2,9 millions d’adresses existantes des patients étudiés
dans les huit départements retenus, I'lGN fournit deux métriques : 1) le pourcentage de surface agricole
utile de la culture considérée (intensité) dans un buffer de 500 m autour de I'adresse et 2) la distance
(proximité) & la premiére parcelle agricole du lieu d’habitation. Le choix des buffers de 500 m permet un
niveau suffisant de précision compte tenu de la précision des géolocalisations réalisées dans la Base
Adresse Nationale (environ 20 m) et a été fait en fonction des capacités de calculs des machines
utilisées par la chaine de production de I'lGN. Il s’agit donc d’un compromis entre la précision de la
géolocalisation des adresses, I'impact potentiel sur la santé humaine, et la puissance de calcul
disponible.

Nous reviendrons sur ces notions dans la section 2.2, mais en fonction du type d’étude considéré nous
pouvons utiliser ces métriques a un niveau individuel (adresse) ou agrégées par unité spatiale
(commune ou par llots regroupés pour linformation géographique (IRIS)). Dans le cas d'études
écologiques par exemple, les données d’'exposition recueillies permettent de calculer, pour chaque
unité spatiale, le pourcentage d'adresses étant au moins a 500 m d’une parcelle agricole et le
pourcentage de Surface Agricole Utile (SAU) moyen pour les adresses dans le buffer. La combinaison
de ces deux informations permet de calculer un indicateur variant de 0 a 1 (0 = absence d’exposition et
1 = exposition maximale) qui donne une indication sur la probabilité des populations de 'unité spatiale a
étre exposées, dans les 500 m, a une SAU de la culture d'intérét, pondérée par l'intensité culturale
moyenne.

Dans les analyses de type cas/témoin, l'individu statistique est la personne et non I'unité spatiale. Trois
indicateurs sont donc disponibles a I'échelle de chaque individu :1) la distance du point adresse a la
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premiére parcelle agricole, 2) le pourcentage de surface agricole utile de la culture d'intérét dans le
buffer de 500 m autour de l'adresse, et 3) la moyenne harmonique de ces deux informations.
L’ensemble des valeurs est compris entre 0 et 1. La distance (Id) est calculée de telle maniére que la
valeur 0 corresponde a I'absence de surface agricole dans le buffer et la valeur 1 corresponde a une
parcelle qui jouxte le point adresse :

Id=1 d
B 501

avec d la distance en métre entre la géolocalisation du point adresse et la premiére parcelle agricole.

Les métriques décrites sont produites pour trois types de cultures : les vignes, les vergers et les terres
arables (définies comme toute surface de culture hors vignes, vergers, prairies et friches).

Cette approximation de 'exposition des riverains aux pesticides par les distances et surfaces culturales
nécessite une information fiable et exhaustive sur les parcelles agricoles au voisinage des habitations.
Les données d’'occupation du Sol a Grande Echelle (OCS GE) répondent a ces critéres mais sont
millésimées et non disponibles sur 'ensemble du territoire (d’ou notre preuve de concept limité a 8
départements). C’est pourquoi I'lGN a développé en paralléle a cette preuve de concept une méthode
de production semi-automatique des mémes métriques, France entiére, en exploitant des algorithmes
d’Intelligence Artificielle, réutilisable dans le temps (voir section 2.3).

2.2. Schéma d’étude et stratégie d’analyse

A partir des données sanitaires et d’expositions ainsi produites, notre dispositif propose une stratégie
d’'analyse en deux temps avec 1/ des analyses exploratoires par des études écologiques ; 2/ des
confirmations des signaux mis en évidence avec une étude cas-témoins.

Etudes écologiques :

Le principe des études écologiques consiste a sommer le nombre de cas incidents d’'une hémopathie
maligne d'intérét par unité géographique (la commune puis I'IRIS). Ces unités géographiques suivent un
découpage administratif qui permet également de connaitre leurs populations en termes d’effectifs par
age et par sexe sur la période considérée. Ces deux informations combinées au risque de survenue de
la maladie fournie par les registres du réseau Francim (également par &ge et sexe), autorisent le calcul
d’'un indicateur épidémiologique par unité spatiale appelé Ratio d’Incidence Standardisé (RIS). Le RIS
est une valeur centrée autour de 1. Une commune avec un RIS>1 pour les leucémies aigués myéloides
(LAM) par exemple, est donc une commune pour laquelle on a observé plus de LAM que ce a quoi 'on
aurait pu s'attendre (donc un sur-risque de LAM pour ce territoire). L'indicateur étant standardisé sur
I'age et le sexe, la valeur du RIS ne s'explique pas par des facteurs démographiques et permet
d’explorer d’autres facteurs comme I'exposition des populations a des pollutions environnementales.

Pour plus de détails sur les méthodes de lissage des RIS utilisées, vous pouvez consulter I'article publié
au Journée Méthodologique Statistique de I'lnsee (Aguida et al, 2022). A noter que les cofacteurs
permettant d’ajuster les modéles sont: la densité de population, le zonage en aires urbaines,
lindicateur écologique du niveau socio-économique (European Deprivation Index) et le nombre
d’industries polluantes présentes sur l'unité spatiale. Les résultats sont fournis sous forme de courbes
de risque avec leurs intervalles de vraisemblance. Cette approche permet de visualiser rapidement les
sous-types d’HM pour lesquels un lien avec une exposition culturale peut-étre suspectée.

Etudes cas-témoins :

Pour compléter les analyses sur les signaux préalablement mis en évidence, les investigations sont
complétées par une étude cas-témoins. Les témoins sont issus du Fichier Démographique sur les
Logements et les Individus (FIDELI) produite par I'Insee et le ministere des finances. Nous avons
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échantillonné deux témoins par cas. Chaque témoin est apparié sur I'age, le sexe, lindice de
défavorisation Fdep et |a taille de la population a I'échelle de I'IRIS.

La méthode d’appariement utilisée est celle explicitée dans un article publié dans la revue Matching
Cases and Controls Using SAS Software (Mortensen et al, 2019). L'analyse des données a été
classiquement réalisée en utilisant un modele de Régression logistique conditionnelle flexible.

2.3. Méthode de production des métriques a I'aide de 'intelligence artificielle (I1A)

Le caractere rétrospectif de notre preuve de concept démontre une contrainte liée a la production
lacunaire des métriques nécessaires aux calculs des indicateurs d’expositions aux cultures agricoles.
Bien que les données sur l'incidence des cas de cancers soient produites en routine pour la population
couverte par les registres de cancer du réseau Francim, ce n'est pas le cas des données
géographiques existantes a I'échelle des parcelles agricoles. En effet, celles-ci ne sont pas fournies a
intervalles de temps régulier, ni de fagon exhaustive sur 'ensemble du territoire National (en particulier
pour les vignes et les vergers). De ce fait, certaines parties de la zone couverte par les registres de
cancer ne sont pas couvertes par des données géographiques sur les parcelles agricoles. L'intérét et la
pérennité d’un tel dispositif suppose pourtant la possibilité de les produire régulierement de telles
données sur le long cours et sur une zone la plus large possible pour maximiser le recouvrement avec
les données sanitaires. C'est dans ce cadre que I'IGN a proposé de développer des méthodes
d’Intelligence Artificielle pour produire en routine les données parcellaires nécessaires a I'estimation des
expositions individuelles des populations aux cultures agricoles. L'IGN s’est déja engagé dans une
démarche de recherche et développement visant a mettre en ceuvre une méthode de contréle plus
automatisée (et surtout moins déclarative) des terres arables. Cependant, les vignes et vergers n’étant
pas précisément dans le périmetre de son projet initial, les actions menées au sein de Geo-K-phyto
visent a permettre d’apporter une caractérisation fiable sur ces deux catégories agricoles en particulier.
L’approche adoptée repose sur une méthodologie progressive et itérative dans le développement du
modéle d'apprentissage profond (Deep Learning), utilisant la méthode U-Net (Courtial et al, 2022).

Ces données géographiques fines seront ainsi utilisées pour produire les indicateurs spatialisés
d'exposition indirecte aux pesticides par croisement de buffers générés sur chacune des adresses
existantes dans la zone d’étude. Le détail de la méthode utilisée est présenté dans un article de la
revue Environnement Risques Santé (Andriamanamamonjy et al, 2023).

L’évaluation de I'efficacité de détection de cette approche est réalisée sur une région géographique de
250 km2 située pour moitié dans le département de la Gironde et pour moitié dans la Charente-
Maritime. Cette zone d’étude constitue la vérité terrain saisie par photo-interprétation qui est ensuite
comparée aux résultats obtenus avec les méthodes de détections intégrants un algorithme
d’Intelligence Artificielle. Nous évaluons notamment le gain d’exhaustivité par rapport a l'utilisation de
données déja existantes du Registre Parcellaire Graphique (données déclaratives gérées par 'agence
de service de paiement).

3. Résultats

3.1. Détection des surfaces culturales par intelligence artificielle

Le nouveau processus apporte un gain de détection de 1790,8 hectares de vignes et de 46,7 hectares
de vergers par rapport au RPG. Cela correspond a plus ou moins a un gain de 24 % du total (Figure 1).
Enfin, il convient de noter que la complexification des méthodes n'a que faiblement impacté la précision
des résultats, mais a fortement amélioré I'exhaustivité tout en conservant des résultats fiables
(vérification par photo-interprétation).
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Figure 1 : Extrait de comparaison entre la carte initiale RPG (Registre Parcellaire Graphique) et la carte
finale aprés le processus

3.2. Description de la population d’étude et de sa proximité aux parcelles agricoles

Durant la période d’étude comprise entre le 01/01/2006 et le 31/12/2017, 40 659 nouveaux cas
d’hémopathies malignes ont été diagnostiqués parmi les résidents des huit départements d’études. La
population a risque correspond aux résidents des huit départements sur la période d’étude (2006-2017).
Elle est estimée a 41,5 millions personnes sur la période d’étude.

Comme évoqué précédemment, les données d’exposition sont fournies par I'lGN et les indicateurs
calculés reposent sur une chaine de production créée a cet effet. Cette chaine de production permet le
calcul des métriques de proximité et d'intensité utilisées pour I'analyse, pour chacune des 2,9 millions
d’'adresses géolocalisées issues de la Base Adresse Nationale (millésime 2020) pour les huit
départements d’étude. Ces données ont permis de construire les cartes d’exposition des populations
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riveraines. La figure 2 correspond a la carte d’'exposition aux parcelles de vigne a I'échelle de la
commune.

Niveau d'exposition Vigne Int-Prox

> - 075
0.5 Figure 2 : Carte d’exposition des
a8 riverains aux surfaces culturales de
- vigne (buffer de 500 m autour des

adresses des résidents) a I'échelle de
la commune et pour huit départements
Francais (16, 17, 33, 44, 79, 85, 86,

1°E € 87)

3.3. Estimation de la mesure d’association entre I’exposition aux surfaces culturales et
I'incidence des dix-sept hémopathies malignes les plus fréquentes

L'indicateur proposé peut s'interpréter comme une probabilité de la population de l'unité spatiale
considérée d'étre exposée, dans les 500 m autour de son habitation, a une surface culturale de type
vigne, verger ou terres arables, pondérée par lintensité culturale moyenne de ce type de culture (%
moyen de la SAU dans la zone contenue dans le buffer de 500 m). En d’autres termes, plus la couleur
de I'IRIS tend vers le rouge, plus la probabilité est élevée : les lieux de résidence des habitants de la
localité sont exposés avec intensité aux surfaces culturales du type de culture considéré.

Les études écologiques réalisées a I'échelle de la commune puis de I'IRIS mettent en évidence une
association positive statistiquement significative entre l'indicateur d’exposition aux surfaces pour la
culture de la vigne et le risque de survenue d’'un Syndrome Myélodysplasique (SMD) (exemple pour un
indicateur d’exposition a 0,6 ; RISIRIS = 1,4 1C95 % [1,2, 1,6]). Plus le niveau d’exposition augmente
(proximité et intensité aux surfaces agricoles de type vigne), plus le nombre de cas incidents observés
de SMD est supérieur au nombre de cas attendus au niveau de 'unité géographique considérée. La
précision des estimations est d’autant plus importante que I'unité spatiale considérée est de petite taille
(en l'occurrence ici I'IRIS). Une association positive statistiquement significative est également observée
entre I'exposition aux surfaces de terres arables et la survenue d’une Macroglobulémie de
Waldenstrom, que ce soit a I'échelle de la commune ou de I'RIS, (exemple pour un indicateur
d’exposition a 0,6 : RISIRIS = 1,5 1C95 % [1,3,1,7]). Nous n'observons pas d’autres associations
significatives pour les autres sous-types d’HM, quel que soit le type d’exposition ou [échelle
géographique considérée.

L’association positive mise en évidence dans I'analyse écologique sur les SMD est retrouvée dans
I'analyse cas-témoin. Plus le pourcentage de SAU en vigne est important dans un périmétre de 500 m
autour des habitations, plus le risque d’observer un cas de SMD incident par rapport au témoin non
exposé augmente. En ce qui concerne I'exposition aux terres arables et la Macroglobulémie de
Waldenstrom, I'analyse cas-témoins ne retrouve pas I'association mise en évidence dans I'analyse
écologique.

4. Discussion

A partir d’une preuve de concept basée sur I'étude du lien entre I'exposition des riverains aux parcelles
culturales et la survenue d’une des 17 HM étudiées, nous avons démontré la faisabilité d’'un dispositif
de surveillance épidémiologique des cancers en lien avec [‘évaluation des expositions
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environnementales aux produits phytopharmaceutiques agricoles en France a I'échelle de la parcelle. I
s'agirait du premier dispositif de la sorte en France. Le schéma fonctionnel du dispositif permet de
décrire les étapes de production des résultats (figure 3).

Les limites du dispositif sont inhérentes aux schémas d'étude utilisés (Wakefield, 2004 ; English, 1991 ;
Kopec, 1990 ; Lancaster, 2006). Dans le cas des études écologiques, nous minimisons le biais
écologique par I'ensemble des précautions mises en place pour garantir I'exhaustivité des données
cliniques utilisées, mais également en termes de définition de I'exposition qui est calculée a partir de la
géolocalisation des lieux d’habitation et des informations sur la proximité et lintensité culturale estimées
via des données a I'échelle parcellaire. En complétant nos analyses sur les résultats positifs obtenus,
via I'étude écologique, par des analyses réalisées au niveau individuel (cas-témoins), nous apportons
des arguments complémentaires pour la consolidation et la réplication des résultats observes
(Morgenstern et al, 1998). A noter que dans le cas des études cas-témoins proposées, I'exhaustivité
des cas liés aux données de registres des cancers est une garantie de sa qualité.

FRANCIM IGN
Réseau Francais des Registres des cancers Chaine de production utilisant des algos d'IA

Type de cancer, 3ge, sexe, date de diagnostic,
géolocatiation lambertd )

Métriques pour les 25M dadresses de la BAN
{géolocalivation lambertd}} cultiros vigres,
vergers, terres arables

Institut
Bergonié

Plateforme Santé

Environnement-
Cancer

$

Etudes Cas-témoins

Etudes Ecologiques

Figure 3 : schéma fonctionnel du dispositif de surveillance épidémiologique des cancers en lien avec
les expositions environnementales aux produits phytopharmaceutiques agricoles en France.

Une autre limite évidente au dispositif actuel est liée a la nature méme des indicateurs d’expositions
culturales utilisés qui doit étre considérée comme un Proxy de I'exposition aux pesticides épandus sur
les parcelles. Cependant, 'étude PESTIPREV a montré une forte corrélation entre les contaminations
des riverains de parcelles de vignes et notre indicateur du pourcentage de SAU a ces cultures pour huit
fongicides utilisés en Gironde (Teysseire, 2023). Les résultats concernant la vigne restent donc
particulierement robustes. Cette étude ne peut confirmer I'existence d’un différentiel entre le niveau
d’exposition aux pesticides de personnes dont le lieu de résidence est proche des cultures de vigne par
rapport a celui de personnes résidant loin de toutes cultures. Cependant, c'est I'objectif de I'étude
nationale PestiRiv et ses résultats pourront étre confrontés a nos indicateurs d’exposition culturale afin
d’évaluer une éventuelle corrélation.

Une autre limite concerne la précision de la géolocalisation des adresses. En effet, les points
« adresses » utilisés ne correspondent pas systématiquement a la localisation précise exacte du lieu
d’habitation mais le plus souvent a la plaque adresse (boites aux lettres par exemple). Ce décalage
correspond le plus souvent a une différence d’environ 20 m. Cependant, I'utilisation de buffers de 500 m
pour évaluer I'exposition est suffisamment large pour absorber ces erreurs de mesures. En outre, des
investigations sont en cours par I'lGN et le Ciril GROUP sur les jumeaux numériques. Ces données
associées a la BAN pourront potentiellement se révéler essentielles afin de géolocaliser précisément les

32 Innovations agronomiques 105 (Septembre 2025)



Dispositif de surveillance épidémiologique des cancers en lien avec I'exposition environnementale résidentielle aux
produits phytopharmaceutiques agricoles en France (GEO-K-PHYTO)

batiments et exploiter ainsi ces nouvelles données par notre systéme. Les résultats obtenus dans cette
étude concernent un territoire de huit départements aux spécificités propres (en termes de climat, de
terroirs, de produits phytosanitaires utilisés...) et ne sont pas nécessairement généralisables a la
France entiére. Une étude comparable publiée sur les cancers de I'enfant au niveau national a montré
des résultats hétérogénes selon les régions avec des associations plus nettes entre I'exposition aux
surfaces de vigne autour des habitations des Pays de la Loire, du Grand-Est, de I'Occitanie et de la
Provence-Alpes-Cote d’Azur, et le risque de leucémie lymphoblastique. Des études réalisées sur un
territoire plus large prenant en considération ces hétérogénéités régionales sont donc nécessaires. Les
méthodes de reconnaissance des parcelles par |A développées par I'lGN vont permettre d’élargir la
zone d’étude a I'ensemble des départements couverts par un registre des cancers. A terme, la prise en
compte de cette hétérogénéité régionale par le systéme de surveillance santé-environnement sera donc
rendue possible.

Deux autres points de discussion importants concernent également la notion de délai de latence (entre
I'exposition aux produits phytosanitaires et la survenue d’'une HM) et la durée d’exposition résidentielle
puisque seule I'adresse du lieu de résidence au diagnostic est prise en compte dans I'étude. Le degré
d’incertitude de l'information sur la latence entre exposition et HM en général et SMD en particulier est
élevé voir tres éleve. Il a été le mieux caractérisé pour I'exposition aux rayonnements ionisants pour les
LNH et varie entre 2 et 5 ans avec un pic a 30 ans suivant 'exposition. La médiane d’age de survenue
d’'une HM est supérieure & 65 ans mais varie considérablement selon le sous-type de la maladie
considérée. Pour les SMD, la médiane est de 78 ans pour la femme et 80 ans chez 'homme. La
population 4gée a tendance a ne pas ou peu déménager : une étude de I'INSEE réalisée en 2006 sur
les trajectoires résidentielles des personnes agées a montré qu'entre 70 et 80 ans, la propension a
déménager atteint son plus bas niveau. Plus de 60 % des personnes de cette tranche d’age occupent le
méme logement depuis prés de 25 ans. Un rapport plus récent de I'observatoire des territoires précise
que 4 % des 60-70 ans changent de logement chaque année. Ces éléments renforcent le fait que
malgré I'hypothése forte que nous faisons sur I'exposition « résumée » au lieu de résidence au
diagnostic, 'adresse des personnes atteintes de SMD a peu changé dans les dix ou quinze ans
précédant le diagnostic et I'adresse au lieu de résidence est un bon reflet de I'exposition riveraine aux
parcelles agricoles de ces personnes. Enfin, I'évolution des parcelles agricoles dans le temps n'a pas
été prise en compte dans cette étude et on peut faire 'hypothése que la proximité entre résident et
parcelles agricoles n’a jamais été aussi important qu’aujourd’hui (pression de I'urbanisation). Ce dernier
point de limitation de notre étude peut étre discuté de deux fagons : 1) le nombre des exploitations
agricoles a diminué entre 1970 et 2020 et la surface agricole de chaque parcelle a augmenté durant la
méme période. La SAU n’a pas diminuée. Cela est également vrai pour la vigne qui malgré les crises de
production a gardé une empreinte forte dans les régions étudiées. 2) L’évolution dans le temps des
produits utilisés est a l'étude avec INRAE pour mieux préciser les rotations pour les cultures non
pérennes et I'évolution des substances actives utilisées.

5. Conclusion

Au final, ce dispositif de surveillance des cancers en lien avec les expositions environnementales aux
pesticides estimées a partir d'indicateurs parcellaires (distance de la résidence a la parcelle cultivée et
intensité de la culture dans un buffer de 500 m autour de la résidence) est fonctionnel et peut contribuer
a une surveillance au long cours. Nos perspectives consistent a étendre le dispositif & I'ensemble des
tumeurs solides ce qui peut étre réalisé rapidement et relativement simplement. Le partenariat avec
'INRAE permettra d’utiliser son algorithme d’estimation de la vente des produits phytosanitaires au
niveau de la parcelle (Descout et al, 2025). L'exposition ne porterait plus sur les parcelles culturales
(distance et surface relative de la culture par rapport a la SAU totale), mais directement sur des
estimations du type et des quantités de produits phytosanitaires utilisés. Enfin, une comparaison avec
d’'autres pays est a d'étude (Californie en particulier pour I'existence des pesticides user reports
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permettant de connaitre les substances actives utilisées) ainsi qu'une extension du dispositif au niveau
Européen.
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Résumé

Le projet TAPIOCA s’est intéressé a la recherche des produits de transformation (TP) de pesticides
dans I'environnement et & leur écotoxicité sur un panel d’organismes aquatiques. Le projet a permis (i)
de mettre au point des méthodes analytiques non ciblées et de les appliquer pour l'identification de TP
dans différentes matrices environnementales, (i) d’'améliorer les connaissances sur les effets
écotoxiques d’'une sélection de pesticides et de TP en conditions contrblées de laboratoire, en mettant
en évidence de potentiels effets non intentionnels sur des organismes de taxons non cibles de la
substance mére, et (iii) de tester 'apport d'outils de prédiction du devenir environnemental et des effets
écotoxicologiques des TP comparativement a leur substance mére, afin de disposer d’'une premiére
évaluation des risques posés par la formation de TP dans 'environnement.

Mots-clés : métabolites, produits phytopharmaceutiques, analyse non ciblée, effet, transfert

Abstract: Improving the identification of pesticide transformation products and assessing their
ecotoxicity for aquatic organisms

TAPIOCA project investigated pesticide transformation products (TPs) in the environment and their
ecotoxicity on a selection of aquatic organisms. The project enabled (i) to develop non-targeted
analytical methods and apply them to the identification of TPs in various environmental matrices, (i) to
improve knowledge of the ecotoxic effects of a selection of pesticides and TPs under controlled
laboratory conditions, and (iii) to test the benefits of tools for predicting the environmental fate and
ecotoxicological effects of TPs relative to their parent substance, in order to provide a first assessment
of the environmental risks arising from the formation of TPs.

Keywords: metabolites, phytopharmaceutical products, non target analysis, effect, transfer
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1. Introduction

Aprés leur application, les substances actives de produits phytopharmaceutiques, désignés dans la
suite par le terme de pesticides!” par simplification, sont soumises a divers processus qui gouvernent
leur devenir et leur transfert dans les différents compartiments de I'environnement. Les pesticides
peuvent se dégrader en produits de transformation (TP), en fonction notamment de leurs
caractéristiques physico-chimiques et des conditions environnementales (Anagnostopoulou et al.,
2022 ; Mitra et al., 2024). A ce jour, bien que les TP de pesticides soient identifiés au stade de
I'approbation des substances actives et que leur importance du point de vue toxicologique ou
écotoxicologique soit mise en avant dans le réglement européen (CE) No 1107/2009, la plupart des TP
restent absents des programmes de surveillance. Dans ce contexte, le projet TAPIOCA a été conduit
pour apporter des nouvelles connaissances et proposer des outils afin de mieux évaluer le lien
devenir/exposition/effets des pesticides dans les milieux aquatiques, en renforgant la prise en compte
des TP. Plus précisément, nous avons cherché a vérifier les hypothéses suivantes :

1. Les TP se retrouvent fréquemment et en grand nombre dans les milieux aquatiques.

Objectif 1 : mettre au point une méthodologie d’analyse non ciblée pour détecter et identifier les TP de
pesticides.

2. Les TP peuvent présenter une écotoxicité différente de leur substance mere.

Objectif 2: améliorer les connaissances des effets non intentionnels sur les communautés
microbiennes et les macroinvertébrés aquatiques d’une sélection de pesticides et TP associés.

3. Les propriétés moléculaires des TP permettent de prédire leur devenir et/ou leur écotoxicité.

Obijectif 3: utiliser l'outil TyPol (Typologie des polluants, Servien et al, 2014), qui permet de
cartographier les molécules en combinant propriétés moléculaires, devenir environnemental et effets
écotoxicologiques afin de proposer une premiére évaluation des risques posés par la formation de TP.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons couplé des approches analytiques, écotoxicologiques et de
modélisation.

Les trois pesticides sélectionnés pour le projet TAPIOCA sont :

- le fongicide tébuconazole (TBZ) : substance largement utilisée (vignobles, céréales, légumes,
vergers, ...) et étudiée dans la littérature - y compris pour ses TP ; e.g. (Storck et al., 2016). De
surcroit, le TBZ est suspecté d’étre un perturbateur endocrinien chez certains taxons animaux ;

- linsecticide fénoxycarbe (FNX): parfois utilisé en viticulture en tant que modulateur de
croissance, c'est un perturbateur du développement attendu chez les arthropodes, notamment
confirmé par des données de reprotoxicité acquises par le passé chez le crustacé de notre
étude ;

- I'herbicide terbuthylazine (TBA). La présence de certains TP de la TBA est réguliérement mise
en évidence dans le cadre des réseaux de surveillance des milieux aquatiques.

Tableau 1: Structures moléculaires et propriétés physico-chimiques des trois substances actives de pesticides
sélectionnées (http://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/en/atoz.htm). Kow : coefficient de partage octanol-eau. DT50

Pesticide Formule Solubilité Log Kow DT50 () DTs0 )]
développée eau (mg/L) hydrolyse  photolyse
eau eau

17 e terme pesticide désigne sensu stricto les produits phytopharmaceutiques et les biocides.
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Tébuconazole 36 3,7 stable stable
(TBZ) Fongicide

Fénoxycarbe (FNX) 7,9 41 stable 16
insecticide

terbuthylazine 6,6 34 stable stable
(TBA) Herbicide

2. Identification des produits de transformation des pesticides

2.1. Site d’étude et stratégie d’échantillonnage

Le site atelier Ardieres-Morcille de la Zone Atelier du Bassin du Rhéne (https://www.zabr.assograie.org/)
est depuis plus de 30 ans un lieu de recherches visant & mieux comprendre et limiter les conséquences
des actions anthropiques, et notamment de la viticulture, sur la qualité des cours d’eau et le
fonctionnement des écosystémes aquatiques (Gouy et al., 2021). Ce site est localisé dans les monts du
Beaujolais, a 60 km au nord de Lyon. Le bassin versant de la Morcille (8 km?) est majoritairement
occupé par la vigne (plus de 70 % de sa surface totale). Plusieurs études ont déja montré la présence
de pesticides et de quelques TP dans la riviere Morcille, mais aussi dans le sol et dans la nappe
d’accompagnement du cours d’eau (Gouy et al., 2015).

Deux campagnes de prélévements ont été menées en février-mars 2023 sur une parcelle viticole et
dans des milieux aquatiques diversifiés pour caractériser la contamination du bassin versant de la
Morcille aux pesticides et TP associés, connus ou encore inconnus grace a des analyses non ciblées
par LC-HRMS :

- 12 échantillons (sol, eau de ruissellement et matiéres en suspension associées, eau de nappe
superficielle de versant) ont été prélevés sur une parcelle viticole ;

- 3 types d'eaux ont été prélevées au sein du bassin versant, afin d’explorer des situations
diversifiées au niveau spatial (riviere Morcille au niveau de la parcelle viticole suivie, eau
souterraine par prélevement piézométrique, et résurgence de nappe au niveau d'une mare).

2.2. Stratégies analytiques pour la recherche des produits de transformation

La recherche et l'identification d’'un grand nombre de TP de pesticides, pour la plupart inconnus, repose
sur la définition a priori de listes de composés suspectés. En effet, comme « on ne peut identifier que ce
que 'on recherche », il est nécessaire de prévoir les molécules susceptibles de se former dans le milieu
pour permettre ensuite de rechercher leur présence par LC-HRMS (Soulier et al., 2021).

2.2.1. Construction de bases de données de produits de transformation

Les bases de données (BDD) contenant les informations nécessaires a la recherche et a l'identification
des TP dans les échantillons environnementaux (i.. a minima masse mono-isotopique, formule brute et
si possible fragments, rétention chromatographique, propriétés physico-chimiques) peuvent étre
construites a partir des injections d’étalons analytiques de TP lorsquils sont commercialement
disponibles. Mais le plus souvent, ces BDD sont élaborées grace a des recherches de spectres de
masses au sein de librairies des fournisseurs d'appareillages analytiques, de librairies disponibles en
ligne, ou en utilisant des outils de prédiction des temps de rétention (Bride et al., 2021) et de
fragmentations théoriques (https://cfmid.wishartlab.com/).

Les listes de TP potentiellement formés dans I'environnement a partir des trois pesticides sélectionnés
ont été construites en combinant des recherches bibliographiques et ['utilisation de logiciels de
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prédiction de dégradation des pesticides'8. Dans le cas du TBZ, une BDD a été élaborée avec 291 TP
uniques, pour lesquels les temps de rétention chromatographique et les fragments théoriques ont été
prédits (Rocco et al., 2022). Une démarche simplifiée, basée sur la bibliographie, a été mise en ceuvre
pour les deux autres pesticides du projet, la terbuthylazine et le fénoxycarbe, avec respectivement 21
TP pour la TBA et 11 TP pour le FNX (Richard, 2021). En complément, une BDD regroupant 239
pesticides utilisés en viticulture (https://ephy.anses.fr/) et leurs principaux TP recensés (1559) sur
https://sitem.herts.ac.uk/aeru/ppdb/ et https://www.norman-network.com/nds/SLE/, a été construite pour
les analyses des échantillons prélevés in situ (voir 2.1).

2.2.2. Analyse non ciblée par spectrométrie de masse haute résolution

Une méthode d’analyse non ciblée, non spécifique a été développée par chromatographie liquide en
phase inverse couplée a la spectrométrie de masse haute résolution (LC-HRMS - ACQUITY UPLC
HClass et XEVO G2S, Waters) pour analyser, sans préjuger de leur identité, le maximum de
contaminants organiques présents dans des échantillons d’eau et de matrices environnementales
solides (sols et sédiments), dont les pesticides et leurs TP (Rocco, 2023). Le traitement des données en
analyse suspectée consiste & comparer les informations acquises par LC-HRMS aux BDD construites
précédemment. Les échantillons d’eau ont été analysés en injection directe aprés filtration sur filtre en
fibre de verre GF-F 0,2 pm. Les échantillons de matrices solides ont été extraits par solvants
organiques sous pression et température - PLE, pressurized liquid extraction - (Riedo et al., 2021).

2.3. Identification des TP sur un bassin viticole par analyse suspectée

Sur 'ensemble des 12 échantillons collectés dans la parcelle viticole, la présence de 224 TP a été mise
en évidence (sur 1559 TP recherchés) (Figure 1) Parmi ces 224 TP, seulement 20 % sont communs
aux matrices eaux et solides. De plus, 98 TP suspectés (40 %) sont issus de fongicides et 32 TP (12 %)
ont une fréquence de détection supérieure a 25 %.

m Fongicides (n=98)

W Herbicides (n=53)
Insecticides (n=46)

m Multiples (n=27)

75

50
25 I
0

Figure 1: Fréquence de détection des 224 TP de pesticides identifiés dans les 12 échantillons
collectés sur une parcelle viticole du site SAAM (toutes matrices confondues) et répartition suivant le
pesticide d’origine du TP (« multiples » signifie que I'origine du TP est ambigué, car le TP peut provenir
de plusieurs pesticides). Les 32 TP avec une fréquence >25 % sont encadrés en rouge.

Fréquence de détection (%)

TP (n=224)

18 Par ex. http://eawag-bbd.ethz.ch/predict/, https://qed.epa.gov/cts/gentrans/
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Le Tableau 2 résume les résultats obtenus pour les trois échantillons d’eau prélevés sur le bassin de la
Morcille. Afin d’avoir une vision la plus exhaustive sur la présence potentielle de TP de pesticides dans
les trois échantillons d’'eau, leur recherche suspectée a été réalisée gréce a I'ensemble des BDD
construites et présentée en 2.2.1 (soit un total de 1882 TP). Le niveau d'identification s’appuie sur la
classification proposée par Schymanski et al. (2014). Un niveau 3 permet de déterminer une formule
brute et un niveau 2 permet d’assigner un nom possible a la substance, qu'il convient de confirmer par
linjection d’un étalon pour garantir la présence effective de ce composé. L’eau souterraine (piézométre)
contient le plus de TP potentiellement identifiés (19) en comparaison avec I'eau de la riviere (6), ce qui
confirme la présence préférentielle de TP dans les eaux souterraines. L’absence de préconcentration
des échantillons d’eau avant analyse LC-HRMS impacte la sensibilité de la méthode et limite
probablement le nombre de TP pouvant étre détectés et identifiés au niveau 2 de la classification
proposée par Schymanski (2014).

Tableau 2 : Recherche suspectée de TP de pesticides dans trois échantillons d’eau prélevés sur le bassin de la
Morcille, a partir de bases de données contenant au total 1882 TP de pesticides (Rocco, 2023). Le niveau
d’identification se rapporte a la classification proposée par Schymanski et al. (2014).

Type d’eau  Nombre total de TP TP identifiés TP identifiés Pesticides associés

détectés, dont : niv. 3 niv.2
Piézomeétre 41 15 4 atrazine, spiroxamine,
myclobutanil, parathion méthy!
Riviere 39 4 2 tébuconazole, pyréthrine
Mare 42 0 0

3. Ecotoxicité des produits de transformation pour les organismes aquatiques

La toxicité des trois pesticides sélectionnés et de leurs TP a été évaluée pour plusieurs organismes
aquatiques, essentiels au bon fonctionnement des écosystémes aquatiques et appartenant a différents
niveaux de la chaine trophique :

- le périphyton, communauté microbienne benthique complexe dominée par des micro-
organismes phototrophes (micro-algues et cyanobactéries) colonisant les substrats minéraux
immergés, assure la production primaire dans les petits cours d’eau de téte de bassin et est
donc a la base de la chaine trophique « verte » (Bonnineau et al., 2020) ;

- les communautés microbiennes colonisant les litieres de feuilles, dominées par des micro-
organismes hétérotrophes (bactéries et hyphomycétes), assurent la dégradation de la matiére
organique complexe et sont a la base de la chaine trophique « brune » (Gessner et al., 1999 ;
Artigas et al., 2012) ;

- linvertébré Gammarus fossarum, crustacé aquatique d'eau douce, est un détritivore et
consommateur primaire qui se nourrit de matiére organique en décomposition, jouant ainsi un
réle clé dans les chaines trophiques des cours d’eau (Kunz et al., 2010 ; Chaumot et al., 2015).

L’exposition aux pesticides et TP a été réalisée dans des systémes expérimentaux au laboratoire,
permettant d'identifier des relations de cause a effet entre exposition et réponse biologique. Pour ces
expérimentations, les gammares ont été exposés en béchers de 500 mL pendant 7 a 21 jours suivant
les protocoles décrits par Coulaud et al. (2011) ou suivant la norme AFNOR XP T90-722-2. Le
périphyton a été colonisé sur des lames en verre au laboratoire et ensuite exposé pendant 4h a 4
semaines dans des canaux contenant 10 L d’eau en recirculation comme réalisé précédemment par
Kergoat et al. (2021). Les communautés microbiennes composant les litieres de feuille ont été obtenues
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en incubant des feuilles d’aulne dans une riviere non-contaminée, I'exposition a ensuite été réalisée
pendant 18 jours dans des aquariums de 15 L.

L'étude de I'écotoxicité des TP de pesticides nécessite de disposer de ces TP. Cependant, les TP
commercialisés a un prix raisonnable sont peu nombreux et ils ne représentent qu'une trés faible
proportion des TP formés dans l'environnement (Storck et al., 2016 ; Le Cor et al, 2021;
Anagnostopoulou et al., 2022). Ainsi, seuls quelques TP de la TBA et du TBZ sont commercialement
disponibles. Dans ce contexte, nous avons choisi de fabriquer des solutions contenant un mélange de
TP, issus de la dégradation individuelle des trois pesticides sélectionnés (Richard, 2021) via
photocatalyse avec de I'oxyde de titane (TiO2, 550 mg/L). Ce procédé de dégradation abiotique simule
le vieillissement des pesticides et permet d’'obtenir des TP de maniére reproductible et efficace. La
toxicité de ces solutions vieillies a été comparée a celle des substances méres ou de certains TP
connus et commercialement disponibles.

Lors des expérimentations, plusieurs paramétres biologiques, spécifiques a chacun des organismes
étudies, ont été mesurés, ainsi que les paramétres physico-chimiques (e.g. température, conductivité,
pH), et les concentrations en pesticides et/ou TP connus.

Dans un premier temps, nous avons cherché a évaluer dans quelle mesure la dégradation des
pesticides module leur toxicité envers les organismes des taxons cibles. Pour cela, nous avons étudié :

- latoxicité de I'herbicide terbuthylazine, d’'une solution de terbuthylazine vieillie et d’'un produit de
transformation de la terbuthylazine (terbuthylazine-déséthlyl) pour le périphyton ;

- la toxicité du fongicide tébuconazole et d’'un produit de transformation (tébuconazole-hydroxy)
pour les communautés microbiennes associées aux litiéres de feuilles ;

- la toxicité de l'insecticide fénoxycarbe et d’'une solution vieillie de fénoxycarbe pour l'invertébré
Gammarus fossarum.

Ces premieres expérimentations ont confirmé les effets toxiques des pesticides étudiés pour les
organismes des taxons cibles respectifs. Ainsi, 'exposition @ 150 pg/L de I'herbicide terbuthylazine
pendant 4 semaines a entrainé une réduction drastique de la biomasse algale du périphyton ainsi
qu’une réduction du rendement photosynthétique. L’exposition & 10 ug/L en fongicide tébuconazole a
réduit le taux de décomposition des feuilles d’aulne par les communautés microbiennes associées,
constituées majoritairement d’hyphomycetes (Figure 2). L'insecticide fénoxycarbe a montré un effet
dose-dépendant sur la fertilitt de Gammarus fossarum, se manifestant par une diminution de la
production d’ovocytes, ainsi que par une hausse du nombre de femelles ne produisant aucun ovocyte
(environ 50 % des femelles ont avorté pour une exposition a 50 pg/L), ces effets étant observables dés
0,5 pg/L. Les TP de la TBA (terbuthylazine vieillie, terbuthylazine déséthyl) et du FNX (fénoxycarbe
vieill) se sont révélés moins toxiques que les molécules méres pour les organismes des taxons cibles
(périphyton pour les TP de la TBA, Gammarus fossarum pour la solution de FNX vieillie), sur les
paramétres mesurés. Cependant, le TP tébuconazole hydroxy a présenté une toxicité similaire a sa
substance mére TBZ pour 'organisme du taxon cible testé : communautés microbiennes associées aux
litieres de feuilles et dominées par les hyphomycétes (Figure 2).

41 Innovations agronomiques 105 (Septembre 2025)



Margoum C. et al.

0,12

O
oY

o
o
(o}

o
o
(o)}

L~

o
o
N

Taux de décomposition (jour?)

o

CTR TBZ TBZ-OH

Figure 2 : moyennes (n=3) et erreurs standard des taux de décomposition (jour-1) des communautés
microbiennes associées aux litieres de feuille aprés 18 jours d’exposition au tébuconazole (10 pg/L,
TBZ) ou & son produit de transformation : tébuconazole-hydroxy (10 pg/L, TBZ-OH). CTR = condition
controle.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié la toxicité des pesticides et/ou de leurs TP pour des
organismes non-cibles. En effet, si les pesticides sont formulés pour atteindre un organisme cible en
particulier, ces composés peuvent également avoir des effets inattendus sur des organismes non-cibles
(Leenhardt et al., 2022). De plus, la dégradation des pesticides entraine une modification de leur
structure chimique pouvant également modifier leur toxicité, notamment leur mode d’action. Dans ce
contexte, nous avons étudié :

- latoxicité du fongicide tébuconazole et de I'insecticide fénoxycarbe pour le périphyton ;

- la toxicit¢ de rI'herbicide terbuthylazine et de deux de ses produits de transformation
(terbuthylazine-déséthyl, terbuthylazine-2-hydroxyl) ainsi que la toxicitt du fongicide
tébuconazole et de sa forme vieillie pour l'invertébré Gammarus fossarum.

L'insecticide fénoxycarbe comme le fongicide tébuconazole se sont révélés peu toxiques pour le
périphyton. L’exposition a des concentrations allant de 0,1 a 1 mg/L de tébuconazole pendant 4h ou de
50 ug/L et 1mg/L de fénoxycarbe pendant 28 jours n’a pas altéré la production de biomasse, 'activité
photosynthétique ni I'activité d’'enzymes bactériennes du biofilm.

L’herbicide TBA s’est révélé toxique pour Gammarus fossarum en altérant la fertilité de ces invertébrés
de maniere dose-dépendante. Ainsi, I'exposition a la TBA a entrainé une diminution de la production
d'ovocytes et une augmentation du nombre de femelles ne produisant aucun ovocyte dés une
concentration de 5 pg/L (niveau noté 10 Ter, Figure 3). Les effets des TP de la terbuthylazine sur la
fertilité sont contrastés. Pour la terbuthylazine-2-hydroxy, aucun effet reprotoxique chez la femelle n'a
été observé, ce qui suggére que ce produit a perdu la toxicité de la substance mére. En revanche, la
terbuthylazine-déséthyl impacte la fertilité des femelles, mais a des concentrations plus élevées, a partir
de 50 ug/L (niveau 100 TBAD, Figure 3), indiquant un décalage dans la toxicité par rapport a la
substance mere. Cette variation dans la toxicité entre les différents TP souléve des questions sur les
mécanismes impliqués. La terbuthylazine-2-hydroxy est plus polaire que la terbuthylazine-déséthyl en
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raison de la présence d’'un groupe hydroxy (-OH). Cette différence de polarité pourrait influencer la
maniere dont ces TP interagissent avec les mécanismes biologiques qui régulent la reproduction des
gammares et modulent ainsi leur toxicité.

Nous avons également évalué l'impact de la terbuthylazine et de la terbuthylazine-déséthyl sur la
fertilité des males, en ciblant les dommages a 'ADN des spermatozoides a 'aide du test des Cométes
disponible chez cette espece. La terbuthylazine-déséthyl provoque des dommages a 'ADN chez les
spermatozoides dés 5 pg/L, alors qu'aucune génotoxicité de la TBA mére n'est détectée. Cette
différence souligne que les TP peuvent avoir des impacts toxiques absents pour la substance mere,
probablement en raison de modifications dans leur structure chimique et leur interaction avec les cibles
biologiques chez les espéces non cibles.

Terburh ylazine

AN

DTer 1000 Ter 1TBAD 10TBAD 100 1000
TBAD TBAD

&

Perturbaton ovogénése (% femelles)

Figure 3 : Effet sur la production d'ovocytes chez Gammarus fossarum de I'exposition pendant 21 jours
a des concentrations croissantes de terbuthylazine (rouge) et d’'un de ses TP, la terbuthylazine-déséthyl
(TBAD - jaune) ; les témoins sont en vert.

Les résultats de ces études écotoxicologiques ont mis en évidence une toxicité variée des TP des
pesticides pour les organismes des taxons cibles et non-cibles des cours d’eau. D’une part, les TP de la
terbuthylazine (terbuthylazine vieillie, terbuthylazine déséthyl) et du fénoxycarbe (fénoxycarbe vieilli) se
sont révélés moins toxiques que les molécules méres pour les organismes cibles (périphyton pour la
terbuthylazine, Gammarus fossarum pour le fénoxycarbe), sur les paramétres mesurés. Cependant, le
TP du tébuconazole (tébuconazole hydroxy) a une toxicité similaire a sa substance mére pour
l'organisme cible testé (hyphomycétes). D’autre part, cette approche multi-organismes a mis en
évidence des effets inattendus de pesticides et/ou de leurs TP sur des organismes des taxons non-
cibles. Ainsi, les expositions a I'herbicide terbuthylazine et a son TP, la terbuthylazine-déséthyl, ont
entrainé une reprotoxicité inattendue chez Gammarus fossarum. Avec un potentiel génotoxique
demontré chez Gammarus fossarum, la terbuthylazine-déséthyl présente un nouveau type de toxicité
non présent chez sa molécule mére.

Ces résultats montrent que la toxicité des pesticides ne se limite pas aux paramétres mesurés lors de
tests de toxicité standards en conditions contrélées. Il est important de prendre en compte le potentiel
écotoxique des TP pour les organismes de taxons cibles et non-cibles de I'environnement ; la
dégradation des pesticides ne réduisant pas systématiquement leur toxicité (Tableau 3).
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La plupart des effets toxiques observés dans nos travaux I'ont été pour des concentrations relativement
élevées de pesticides, souvent 5 a 500x plus élevées que celles retrouvées dans I'environnement, mais
pour des durées d’exposition courtes en comparaison aux conditions environnementales, dans
lesquelles les organismes (incluant les communautés microbiennes) subissent une imprégnation
rémanente des cocktails de substances (pesticides et TP).

Tableau 3 : Synthése des résultats des expérimentations réalisées pour appréhender I'écotoxicité des pesticides
et TP sur les organismes des taxons cibles et non cibles. Le (ou les tests) réalisé pour chaque couple substance
(pesticide ou TP) / organisme est indiqué dans la case correspondante, avec des effets positifs sur le paramétre
évalué (texte) ou sans effet mesuré (texte italique barré). La mention NA signifie qu'aucun test n’a été réalisé
pour le couple substance / organisme considéré.

Gammare Communautés Périphyton
microbiennes/ litiéres
de feuilles
Fénoxycarbe Toxicitée reproduction NA Toxicité
photosynthese,
modification du
métabolome
Fénoxycarbe vieilli Toxicité reproduction NA NA
Terbuthylazine Toxicité ovogénése NA Toxicité
photosynthese,
biomasse
Terbuthylazine-2- Toxicité ovogénese NA NA
hydroxy
Terbuthylazine- Toxicité  ovogénese, NA Toxicité
desethyl génotoxicité photosynthese,
biomasse
Terbuthylazine-vieillie | NA NA Toxicité
photosynthese,
biomasse
Tébuconazole Toxicité  alimentation, Toxicité Modification du
reproduction, décomposition, métabolome
marqueurs biomasse, biodiversité
biochimiques...
Tébuconazole-hydroxy | NA Toxicité NA
décomposition,
biomasse, biodiversité
Tébuconazole-vieilli Toxicite  alimentation, NA NA
reproduction,
marqueurs
biochimiques...

4. Approches in silico pour caractériser le comportement et I'écotoxicité des TP

En complément des suivis in situ et des expérimentations réalisées pour évaluer I'écotoxicité des
pesticides et TP présentés précédemment, l'outil TyPol (Typologie des polluants) (Servien et al., 2014)
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a été utilisé pour classer les trois pesticides de I'étude et 214 TP (182 pour TBZ, 21 pour TBA et 11
pour FNT) selon leurs propriétés moléculaires, leurs comportements dans I'environnement et/ou leurs
effets écotoxicologiques.

Afin de couvrir les principaux processus impliqués dans le devenir de ces contaminants dans
I'environnement, chaque composé est caractérisé par six paramétres environnementaux (e.g., solubilité,
coefficient de partage octanol-eau, durée de demi-vie de dégradation). Les parametres
écotoxicologiques retenus sont le facteur de bioconcentration (BCF), des paramétres de toxicité
(concentration produisant 50 % d’effet CE50, concentration entrainant 50 % de mortalité LC50,
concentration sans effet observé NOEC) pour différents taxons (daphnies, algues, vers de terre...)
(Traoré et al., 2018). Chaque composé est également caractérisé par 40 descripteurs moléculaires tels
que la masse molaire, le nombre d’atomes, le moment dipolaire ou le potentiel d’ionisation (Servien et
al., 2014).

Plusieurs classifications ont été réalisées avec TyPol pour analyser et estimer le comportement et les
effets des TP dans les milieux aquatiques : en considérant seulement les descripteurs moléculaires, en
y associant les paramétres environnementaux, et/ou les paramétres écotoxicologiques (Aprianto, 2023).
Dans I'exemple représenté en Figure 4, I'analyse combinant descripteurs moléculaires et parametres
environnementaux met en évidence que certains TP du tébuconazole sont classés dans le méme
groupe que la substance mere, tandis que d’autres sont classés dans des groupes différents, ce qui
laisse présager des comportements différents dans I'environnement pour ces TP. Lorsque l'on
considere aussi les parametres écotoxicologiques, les changements d’appartenance a une classe
donnée permettent de faire des déductions analogues concernant des modifications de I'écotoxicité des
TP par rapport a la substance mére.

Cluster 3

Tébuconazole Y2 107534-D6-3-INRAE-99
oo s 107534-D6-3-INRAE-348
107534-96-3-INRAE-287

Cluster 2

s o ™ _ 3 IRy T xz
107534-96-3-INRAE-36 | ™ MR s Gl
107534-96-3-INRAE-50 >-STH :

[ 107534-96-3-INRAE-149 ]

Cluster 4

Figure 4 : Classification TyPol de 217 composés (tébuconazole, terbuthylazine, fénoxycarbe, et 214 TP
associes) basée sur les descripteurs moléculaires (nombre d’atomes, moment dipolaire...) et les
paramétres environnementaux (coefficient d’adsorption, durée de demi-vie de dégradation...).

La principale difficulté rencontrée est le manque de données expérimentales pour renseigner les
paramétres environnementaux et écotoxicologiques des TP. L'ajout de données expérimentales dans la
base de données de TyPol permettra d’'améliorer la robustesse des premieres analyses réalisées.

5. Conclusion

Le projet TAPIOCA a associé des approches analytiques, écotoxicologiques et de modélisation pour
améliorer les connaissances sur les produits de transformation (TP) de trois pesticides - tébuconazole,
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fénoxycarbe et terbuthylazine -, en s’appuyant sur des suivis de terrain et des expérimentations en
laboratoire.

TAPIOCA a permis de répondre aux objectifs en termes de recherche et d'identification des TP de
pesticides dans I'environnement et d’'évaluation de leur écotoxicité. Le projet a abouti aux principaux
résultats suivants :

créer des bases de données (i) de TP potentiels pour les trois pesticides du projet (291 TP pour
le tébuconazole, 11 TP pour le fénoxycarbe et 21 TP pour la terbuthylazine) et (i) de 1559 TP
recensés pour les pesticides utilisés en viticulture ;

mettre au point une méthode analytique non ciblée par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse haute résolution (LC-HRMS) pour la recherche et l'identification des
TP, qui a montré son efficacité sur des échantillons collectés in situ en parcelle viticole et dans
différents types d’eau du bassin versant ;

évaluer les effets des trois pesticides sélectionnés et de TP associés, sur les communautés
microbiennes et les macroinvertébrés aquatiques, en considérant les effets chroniques de ces
substances sur la réponse de communautés microbiennes et d’'un crustacé choisis comme
especes modéles. Les pesticides et les TP ont montré des impacts parfois divergents sur les
taxons des organismes aquatiques cibles exposes ;

estimer les possibles effets non intentionnels des pesticides et des TP. Nous avons mis en
évidence de potentiels effets non intentionnels des pesticides et des TP sur des taxons non
cibles de la substance mére ;

tester I'apport d’outils de prédiction des propriétés de dissipation et de transfert de pesticides et
de TP pour mieux cerner leur présence et leur écotoxicité dans I'environnement. L'outil TyPol a
permis de classer le tébuconazole, le fénoxycarbe, la terbuthylazine et leurs TP dans différents
groupes caractérisés par des propriétés moléculaires, environnementales et écotoxicologiques
distinctes, montrant que certains TP sont susceptibles d’avoir le méme comportement et les
mémes effets que leurs substances meres, tandis que d’autres seraient plus persistants ou
toxiques ou, au contraire, moins persistants ou toxiques.

Les principales perspectives issues du projet TAPIOCA portent sur :

I'amélioration des stratégies d'identification des TP, en particulier pour augmenter la sensibilité
des méthodes d’analyses gréace a la préconcentration des échantillons d’eau ;

la priorisation des TP pertinents a considérer, pour améliorer le suivi de la qualité chimique et
écotoxicologique de [I'environnement, en capitalisant des données d'occurrence dans
I'environnement et d’effets, déja disponibles ou prédictibles ;

I'acquisition de données expérimentales complémentaires pour faire le lien entre les résultats
écotoxicologiques et les classements issus de TyPol.
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Résumé

Ce projet a permis une évaluation rétrospective des effets liés a l'utilisation de phytopharmaceutiques
(PPP) lors de la culture de pomme de terre. Sur le terrain, les sols cultivés présentent une
contamination multi-résiduelle par de faibles doses de PPP, qui peut étre ancienne, consécutive a la
culture ou aux traitements de parcelles proches ; concernant les tubercules, peu de résidus ont été
retrouvés, et a des concentrations trés faibles. Au laboratoire, suite aux expositions par gavage
alimentaire de souris, un effet des PPP utilisés pour la culture et le stockage des tubercules récoltés,
transitoire, important sur I'expression des génes et beaucoup plus réduit au niveau du microbiote
intestinal a été observé. Pour les expositions réalisées en microcosmes avec les sols cultivés, les
modéles d’écotoxicologie (vers de terre, végétaux) ont exprimé des réponses différentes, mais peu
d'effets globalement.

Mots-clés : produits phytopharmaceutiques, multi-échelle, (éco)toxicologie, productions agricoles,
contaminations multi-résiduelles.

Abstract: Integrated assessment of the toxicological, ecotoxicological and ecological effects of
all phytopharmaceutical treatments used during a whole crop season: the example of potato
crop in North of France

This project enabled a retrospective assessment of the effects related to the use of plant protection
products (PPP) during potato cultivation. In the field, cultivated soils presented multi-residual
contamination by low doses of PPP, which may be old, following the cultivation or treatments of nearby
plots; concerning tubers, few residues have been found, and at very low concentrations. In the
laboratory, following oral exposures of mice, a transient, significant effect of PPP used for the cultivation
and storage of harvested tubers on gene expression and much more reduced at the level of the
intestinal microbiota was observed. For exposures carried out in microcosms with cultivated soils,
ecotoxicology models (earthworms, plants) expressed different responses, but few effects overall.

Keywords: plant protection products, multi-scale, (eco)toxicology, agricultural production, multi-residual
contamination
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Evaluation intégrée des effets toxicologiques, écotoxicologiques et écologiques de I'ensemble des traitements
phytopharmaceutiques utilisés sur une saison culturale : exemple de la pomme de terre en Hauts-de-France.

1. Introduction, contexte et objectifs

Deux laboratoires régionaux des Hauts-de-France, de I'Université de Lille et de JUNIA, se sont associés
a la Chambre Régionale d’Agriculture des Hauts de France et au Pole Légumes Région Nord pour
étudier les effets de l'utilisation de produits phytosanitaires sur la culture de pomme de terre, en
considérant I'entiéreté de sa saison culturale. Ce projet de recherche portait I'acronyme de TEPoT pour
« Evaluation des effets Toxicologiques et Ecotoxicologiques des produits phytopharmaceutiques utilisés
sur la culture de la POmme de Terre ». Il s’est déroulé de janvier 2021 & juin 2024 et a été financé dans
le cadre de I'appel a projet de recherche « APR 2019 Produits phytopharmaceutiques : de I'exposition
aux impacts sur la santé humaine et les écosystemes » de I'axe « recherche et innovation » (axe 2) du
Plan Ecophyto II+.

L’évaluation des risques liés aux usages de PPP s’intéresse principalement aux substances actives et
reste essentiellement réalisée substance par substance. Les faits que les formulations appliquées in
situ soient des mélanges (substances actives, co-formulants, adjuvants, impuretés...), et que les
parcelles agricoles aient été et soient soumises a un ensemble de traitements au cours d’une saison
culturale, peuvent entrainer des contaminations multi-résiduelles, a de faibles doses, des récoltes, des
sols et des écosystémes. Ce constat était au coeur de notre projet, dont les objectifs étaient alors
d’établir un état des lieux des pratiques culturales et de caractériser, grace a une approche
pluridisciplinaire et intégrée, les effets écotoxicologiques et toxicologiques d’un tel cocktail de produits
phytopharmaceutiques (PPP) utilisés pendant la culture de la pomme de terre de consommation, sur la
qualité des sols, leur fonctionnement, les récoltes et différents modéles végétaux et animaux. Pour cela,
nous avions proposé d'acquérir successivement des données du champ au laboratoire : (1) en
articulant trois échelles d’expérimentations et (2) en considérant des modes de cultures (agricultures
conventionnelle et biologique) et d’expositions réalistes (figure 1).

L 2 A B9

frer ot S

Phase 3 - Expérimentations au laboratoire
les et o antaminés 3 I'f e de laculture en dis arimenta

Tubercules : exposition de sourls par Ingestion puls approches nutrigénomique et

Année2  Phase 2 - Culture de pomme de terre en dispositif
experimental

conventionnelle x biclogique

Année 1 Phase 1 - 16 parcelles : 2 facteurs étudiés
conventionnelle x biologique

pern-urbain x rural

PPP = Prodults phytophormaceutiques

Figure 1: Schéma conceptuel du projet TEPoT : détails des 3 phases successives du projet et des
travaux réalisés

Ce projet visait donc a caractériser, par trois échelles successives, intimement liées, les effets des PPP
utilisés pour la culture de pomme de terre de consommation. Pour réaliser cette évaluation intégrée,
rétrospective et réaliste, nous avons volontairement choisi d’inverser la chronologie de caractérisation
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des effets des PP en travaillant d’'abord sur des parcelles cultivées (phase 1) puis en placettes
expérimentales (phase 2) et enfin au laboratoire (phase 3). Les deux premiéres étapes correspondaient
a des échelles spatiales (parcelles en plein champ et placettes semi-controlées) et constituaient des
investigations in situ. La derniére étape consistait en des expérimentations de laboratoire en conditions
contrblées, mais en utilisant des modes d’expositions réalistes. Ces trois étapes nous ont permis de
progresser le long d'un gradient croissant de maitrise des conditions d’expérimentation., comme
présenté en figure 1.

Les pratiques et usages des PPP mis en ceuvre par les agriculteurs sont parfois encore insuffisamment
connus des mondes académiques et institutionnels, malgré des efforts récents en ce sens, ce qui
justifiait la premiére phase développée par le projet, qui proposait pour la filiére de production de
pomme de terre de consommation a I'échelle régionale, de disposer d'un diagnostic écologique et de
suivis réguliers de parcelles cultivées, en termes d'usages, et de contaminations des matrices
environnementales (sols et productions). Une approche de biosurveillance active a également été
déployée sur les différentes parcelles. Pour la culture choisie (la pomme de terre de consommation),
'IFT moyen est élevé en agriculture conventionnelle (16,6). C'est une culture importante dans les
Hauts-de-France en termes de surfaces utilisées et de production (environ 2/3 de la production
nationale) et pourtant, malgré ces caractéristiques, a notre connaissance, la pomme de terre n’avait
jusqu'a ce projet fait I'objet que de peu de travaux sur les liens entre cocktail de PPP, risques
écotoxicologiques et sanitaires.

Sur la base des résultats obtenus a la premiére échelle, la deuxiéme phase du projet s'est déroulé sur
les parcelles du pdle Légumes Région Nord de Lorgies, et a permis de focaliser nos travaux dans un
contexte expérimental mieux contrélé et en paralléle d’un suivi identique a celui de la premiére phase,
de produire des matrices (sols et tubercules) caractérisées que nous avons pu ramener au laboratoire.
Ces matrices, lors de la derniére phase du projet, ont servi de base a différentes expérimentations
toxicologiques et écotoxicologiques pour évaluer les effets de PPP en mélange (cocktail) a faibles
doses. Ceci differe grandement des évaluations mono-substances réalisées classiqguement et
représente une caractérisation a posteriori des effets de ces produits, avec des modalités pertinentes
par rapport aux conditions réelles d’utilisation des PPP, de contamination et d’exposition.

2. Quelques éléments méthodologiques

La premiére échelle (phase 1) a été celle de parcelles en plein champ, sélectionnées en zones de
grandes cultures et péri-urbaines en région Hauts-de-France. Ces parcelles ont été choisies selon leur
représentativité quant aux pratiques culturales régionales et en tenant compte du contexte
environnemental (péri-urbain ou rural). Elles correspondaient soit @ des parcelles cultivées en
conventionnelle soit en biologique (AC et AB respectivement). Cette premiére étape avait pour objectifs
de dresser un état des lieux de l'utilisation des PPP sur la culture de la pomme de terre et une
évaluation de la contamination des parcelles cultivées et des récoltes, ainsi que des effets écologiques
des conditions de culture. De plus, elle a permis de préciser les choix techniques @ mettre en ceuvre a
I'échelle des cultures en placettes (phase 2). Cette premiere phase s'est déroulée principalement en
2021.

La deuxieme phase a été celle de I'expérimentation en cultures semi-contrélées en placettes. Elle a
débuté la deuxiéme année du projet et était installée sur le site du Pdle Légumes Région Nord de
Lorgies. Comme précédemment, deux modalités de pratiques culturales ont été comparées (AC vs AB).
Préalablement, les paramétres physico-chimiques des sols ou étaient installées les placettes ont été
déterminés et leur homogénéité spatiale vérifiée. Le dimensionnement et la disposition des placettes
ont été définis en tenant compte des contraintes techniques et notamment, de la largeur du matériel
agricole disponible. Un suivi proche de celui mis en ceuvre sur les parcelles de la phase 1 a été réalisé.
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La derniére phase du projet, menée au laboratoire, a débuté en 2023 et I'ensemble des analyses ont
été finalisées au premier semestre 2024. Les matrices (tubercules et sols) issues de la phase 2 ont été
prélevées des placettes, et stockées jusqu’a leur utilisation pour les expérimentations toxicologiques et
écotoxicologiques. Des tubercules ont également subi un stockage classique pour la pomme de terre
de consommation, en AB ou en AC, en conditions réelles sur exploitation agricole. L'objectif des travaux
de cette phase 3 était de caractériser les effets des PPP en mélange dans ces matrices et de confronter
les résultats avec celles obtenues en contexte AC a celles obtenues en AB.

3. Principaux résultats

4.1. Phase 1 : parcelles en plein champ

4.1.1. Les sols

Pour la phase 1, les seize parcelles ont été sélectionnées et les agriculteurs exploitants recrutés sur la
base du réseau du Pble Légumes et de la Chambre régionale d’Agriculture. Ces deux partenaires ont
réalisé au cours de la saison culturale 2021 de la pomme de terre, les entretiens avec les exploitants
pour connaitre les itinéraires techniques (ITK) et les précédents culturaux des parcelles. Les PPP a
activité fongicide sont les substances actives qui ont été les plus utilisées lors de la saison culturale
2021 sur ces parcelles (année pluvieuse). Pour les parcelles cultivées en bio, les itinéraires techniques
étaient marqués par I'utilisation de produits a base de cuivre (sulfate, hydroxyde). Parmi les 107 résidus
de PPP retrouvés dans les sols (dont métabolites et isoméres), 54 étaient encore autorisés 'année en
question et 53 ne [létaient plus parmi lesquels: HCH-gamma (Lindane), heptachlor, DDT,
anthraquinone, endosulfan, quintozéne...

Concernant les tubercules de pomme de terre, seuls trois fongicides ont été détectés mais non
quantifiés et ce exclusivement pour des parcelles gérées en conventionnel. Les analyses de
contamination (sols et tubercules) ont été réalisées en sous-traitance par un laboratoire spécialisé qui
réalisent des analyses multi-résidus de ce type pour les exploitants agricoles. Les limites de
quantification sont de ce fait élevées, de l'ordre de 0,01 mg.kg-1.

L’ensemble des parcelles suivies dans cette phase 1 du projet TEPoT constituait un instantané des
pratiques courantes pour la culture des pommes de terre de consommation en gestions biologique et
conventionnelle dans les Hauts-de-France. Les parametres agronomiques et biologiques (activités
microbiennes des sols) traduisent des contextes pédologiques légérement différents, mais ni les
contextes rural ou péri-urbain, ni le mode de gestion (AC/AB) ne se distinguent particuliérement au
regard de ces paramétres. Les parcelles en AB se distinguent trés largement par des teneurs en PPP
autorisés, nulles ou faibles. La présence de molécules anciennes et plus autorisées a la vente souligne
le probléme de leur persistance dans les sols des parcelles en bio (et en conventionnel).

4.1.2. Suivis de biodiversité
En ce qui concerne les suivis de biodiversité, les échantillonnages de sol pour l'étude des
communautés faunistiques ont été réalisés au début de I'été 2021. Le niveau d’activité biologique des
sols, par exemple, appréciée par I'abondance de nématodes libres (analyses et déterminations
réalisées par le bureau d’études ELISOL), est satisfaisant dans la majorité des parcelles étudiées. Les
nématodes bactérivores dominent la communauté de nématodes dans I'ensemble des échantillons ce
qui est usuel en milieu agricole. Pour ce taxon, 'ensemble des résultats semblent probablement liés
aux stratégies de fertilisation des sols. Les sols étudiés sont fortement perturbés et ne sont pas un
habitat adapté pour les organismes les plus sensibles de ce taxon. Ces perturbations peuvent étre
d’origines physiques (travail du sol, sol compacté...), chimiques (biocides, pollution...) ou climatiques
(engorgement, sécheresse...). Du point de vue de la nématofaune, globalement la grande majorité des
parcelles présente un statut biologique limité, une observation plutét courante pour des sols cultivés.
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Pour la faune du sol (collemboles, acariens...), 'abondance moyenne des organismes récoltés en plein
champs varie de 612 individus (ind)/m? sur les parcelles AC en contexte rural a 880 ind/m? sur les
parcelles en AB en péri-urbain. Ces abondances sont faibles au regard des données disponibles au
niveau régional (>1000 ind/m?). Aucune différence significative due aux pratiques culturales
(conventionnel ou biologique) et au contexte (grande culture et péri-urbain) n'a été observé sur
ensemble des paramétres mesurés (abondance totale, abondance et richesse spécifique des
collemboles, abondance des acariens).

L’inventaire de la flore vasculaire herbacée a été effectué également au début de I'été 2021 pour les 16
parcelles en production, sans connaissance a priori des pratiques ni des itinéraires techniques pour
conserver la neutralité d’observation. Les parcelles ont été prospectée intégralement et deux relevés
floristiques ont été réalisés : en coeur de parcelle et en bordure de parcelle. Les résultats de ce suivi
sont peu concluants dans les contextes étudiés. Les espéces sont majoritairement communes a tres
communes. Le nombre d’espéces au sein des parcelles est généralement faible. La diversité en
bordures de parcelle est plus variable mais elle est tres inféodée au contexte de la parcelle.

4.1.3. Biosurveillance lichénique

Enfin, des transplants du lichen foliacé épiphyte Xanthoria parietina ont été également exposés au bord
de chaque parcelle pendant 4 mois. La méthodologie de transplantation utilisée est celle des « moss
bags » a savoir 20g de lichens disposés dans des filets et accrochés soit sur des piquets apportés soit
sur des supports disponibles sur les sites. Deux transplants avaient disparu en fin de campagne et par
conséquent les résultats ne sont disponibles que pour 14 des parcelles suivies. Une quarantaine de
résidus de PPP a pu étre détectée dans les transplants de lichens. Les analyses multi-résidus ont été
réalisées par le méme prestataire que pour les sols et les tubercules. Ce chiffre peut paraitre important,
cependant 47 % des PPP sont présents a une concentration inférieure a la limite de quantification.
Deux familles sont particuliérement représentées : les fongicides et les herbicides. La prédominance
des fongicides pourrait étre en lien avec la période du printemps et de I'été qui a été pluvieuse en 2021.
Les conditions climatiques chaudes et humides favorisent la prolifération des champignons
phytopathogénes. Pour la diversité des PPP détectés dans les thalles lichéniques, une tendance se
dessine vers la différenciation entre les sites en culture conventionnelle (PPP plus nombreux) et les
sites en culture biologique (nombre de résidus plus faible). Les premiers (AC) présentent une diversité
plus importante dans les sites ruraux. Une parcelle AB fait exception mais cette derniere est localisée
entre des parcelles en culture conventionnelle, en milieu trés ouvert ou il est possible d’avoir facilement
des contaminations inter-parcellaires. Une seconde dimension permet de comparer les sites ruraux par
rapport aux sites péri-urbains ou les résidus de PPP sont moins diversifiés : la contamination semble
plus importante sur les parcelles en contexte rural que celles relevant d’'un contexte péri-urbain. Deux
parcelles apparaissent faire exception a cette tendance. Leur localisation est certes en zone péri-
urbaine mais avec cependant de nombreuses parcelles agricoles a proximité. Cela pourrait suggérer a
nouveau I'éventualité de contaminations entre cultures adjacentes. Pour résumer, les sites ruraux en
culture conventionnelle présentent le plus de contamination par les PPP (nombre de résidus différents).
Les sites péri-urbains en culture biologique ont tendance a présenter la plus faible diversité de résidus
de PPP. Ces observations se confirment si 'on observe les concentrations en résidus de PPP
accumulés et non plus leur diversité. En conclusion, les lichens ont montré leur apport a la
problématique développée en phase 1 (parcelles en plein champ) de notre projet. Une quarantaine de
résidus de PPP ont été détectés dans les transplants de lichens et 63 % des produits présents dans les
thalles sont des fongicides. Il existe une contamination des parcelles biologiques issue des parcelles
conventionnelles adjacentes. Les résultats acquis illustrent que les lichens transplantés, pour les
parcelles en contexte rural, en AC sont les plus contaminés. Par contre, nous n'avons pas observé de
réelle différence entre les parcelles en contextes péri-urbain et rural.
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4.2. Phase 2 : placettes expérimentales

Chacune des deux parcelles cultivées au pdle Légumes Région Nord a été subdivisée en 8 placettes
expérimentales. Un tirage au sort a été réalisé pour sélectionner les placettes échantillonnées (la
moitié). Les sols des parcelles biologique et conventionnelle ont des paramétres agronomiques
relativement proches. L’analyse des PPP montre la persistance dans les sols des anthraquinones, du
DDT et de ses dérivés, de la dieldrine, de I'neptachlore et du quintozéne. Ces anciens PPP, non utilisés
depuis de nombreuses années sont détectés (non quantifiés) ou juste au-dessus des limites de
quantification. Les substances actives de PPP présents dans l'itinéraire technique AC peuvent étre
quantifiés dans les sols en septembre, en fin de saison culturale.

Les pommes de terre cultivées en phase 2, ont été récoltées, lavées, séchées et broyées en farine (en
vue de I'expérimentation animale en phase 3). Elles n'ont pas été pelées. En plus de cette modalité
pommes de terre « sortie du champ », une modalité prenait en compte le stockage traditionnel de la
pomme de terre de conservation (3 mois en chambre froide avec I'ajout d’'un antigerminatif : 1,4-
Diméthylnaphtaléne en AC et BIOX-M (huile essentielle de menthe 950 g/L) en AB). Toutes ces
modalités ont été caractérisées en termes de contamination par les résidus de PPP. Les tubercules de
la modalité AB n’ont jamais présenté de résidus de PPP détectables. La contamination est faible pour
les tubercules AC (analyses multi-résidus). Dans tous les cas, les limites maximales de résidus de PPP
dans les pommes de terre, fixées au niveau européen, ne sont jamais dépassées.

Le méme suivi de biodiversité qu’en phase 1 a été réalisé sur ces placettes. Ainsi, concernant la faune
du sol, 'abondance moyenne des organismes récoltés sur les parcelles de Lorgies varie de 1600
individus/m? avant la plantation (mai 2022 ; placettes AC et AB) @ 1940 individus/m? au début de I'été
(placettes AB). Cette abondance a diminué entre les deux dates de prélévement sur les placettes AC.
Les communautés récoltées sur la parcelle AC sont essentiellement composées de collemboles (de
26,4 & 37,5 %) et d’acariens (de 48,2 a 67,8 %). Les proportions sont inversées sur AB avec 51,5 % de
collemboles et 32,0 % d’acariens pour les échantillonnages estivaux. Les abondances de collemboles,
bien que supérieures a celles observées sur les parcelles en plein champ (phase 1), restent faibles au
regard des données disponibles au niveau régional. Les collemboles récoltés sont essentiellement
hémiédaphiques en debut de culture sur les 2 parcelles alors qu'ils sont majoritairement épiédaphiques
en milieu de culture. Aprés un travail du sol perturbant, les espéces les plus mobiles semblent ainsi
recoloniser les parcelles d’étude. Les espéces représentées sont essentiellement des espéces
communes et ubiquistes.

Aucune différence significative due aux pratiques culturales (conventionnel ou biologique) et a la date
(avant plantation: 20 mai 2022, début d'été: 7 juillet 2022) n’a été observé sur I'ensemble des
paramétres mesurés (abondance totale, abondance et richesse spécifique des collemboles, abondance
des acariens).

Pour les nématodes, en partant d'un fonctionnement biologique trés proche et aprés deux mois de
culture, les deux modalités de conduites des parcelles AC et AB ont conduit & un fonctionnement
biologique des sols assez similaire. Celui-ci était caractérisé par une activité biologique modérée,
fortement dominée par I'activité bactérienne et donnant lieu a un milieu enrichi, de faibles abondances
de nématodes prédateurs et une pression parasitaire liées aux nématodes phytoparasites également
faible. Il apparait toutefois que la modalité AC serait Iégerement plus favorable au développement de la
diversité taxonomique des nématodes et au développement des nématodes prédateurs donnant un
réseau trophique plus développé. Ces effets sont surement en lien avec les pratiques agricoles mise en
ceuvre. Ces résultats sont proches de ceux obtenus en 2021.

Globalement les résultats de la phase 2 du projet confortent les observations faites en phase 1. Cette
deuxieme partie du projet a permis de produire des matrices, bien caractérisées qui ont servies de
supports aux expositions biologiques au laboratoire de la derniére phase de notre projet.
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4.3. Phase 3 : expérimentations au laboratoire

4.3.1. Effets toxicologiques

Les différentes modalités d’expositions des souris utilisées pour caractériser les effets biologiques des
résidus de PPP présents dans les récoltes, sont présentées dans le tableau 1. Aprés 20 jours de
gavage quotidien, le foie, les intestins (jéjunum) et les féces ont été prélevés pour les différents lots de
souris exposées. Un autre prélévement a été également réalisé sur des souris de chaque condition qui
ont été gavées pendant 20 jours, puis qui ont subies une semaine de résilience (arrét du supplément
alimentaire). L’analyse nutrigénomique a été réalisée grace a des puces a ADN Agilent sur 'ARN extrait
des tissus hépatiques et des cellules intestinales. Les analyses ont suivi le protocole décrit dans Pouille
et al., 2022. Une analyse métagénomique a également été réalisée sur 'ADN extrait des féces pour
observer les modifications au niveau du microbiote intestinal via le metabarcoding du microbiote fécal
par séquencage lllumina des régions de '’ADNr 16S (cf. Fouré et al., 2018).

Tableau 1 : Présentation des conditions expérimentales (solutions de gavage) utilisées pour les expositions in
vivo des souris

CONDITIONS DE

GAVAGE DESCRIPTION

ULl Solution aqueuse (eau)

(CTR)
Solution contenant un mélange de 9 substances actives de PPP utilisés dans l'itinéraire

ADI technique de la culture conventionnelle, chacune a leur dose journaliére admissible (ADI ou
DJA)

BIO Solution aqueuse de farine de tubercules issus de la récolte de pomme de terre en AB (phase
2), sans stockage

CONV Solution aqueuse de farine de tubercules issus de la récolte de pomme de terre en AC (phase
21), sans stockage

BIOS Solution aqueuse de farine de tubercules issus de la récolte de pomme de terre en AB (phase
2), avec stockage 3 mois et traitement antigerminatif (BIOX-M®© : huile essentielle de Menthe)

CONVS Solution aqueuse de farine de tubercules issus de la récolte de pomme de terre en AC (phase
2), avec stockage 3 mois et traitement antigerminatif (1,4-Diméthylnaphtaléne)

Apres 20 jours de gavage, dans le tissu hépatique, 22 genes ont été surexprimés par rapport aux
contrbles, aprés un régime supplémenté avec la farine de pommes de terre Conv contre 9 genes
seulement pour la farine Bio et 5 génes pour la condition ADI. Les conditions ConvS et BioS ont
répondu de maniére identique, avec 69 génes surexprimes.

Dans les cellules intestinales, 27 genes ont été trouvés dérégulés dans la condition Conv contre 2
génes dans la condition Bio et 20 génes dans la condition ADI. La condition ConvS a modifié
I'expression de 23 génes contre 4 génes seulement dans la condition BioS. Pour les 2 tissus analysés,
c'est pour la modalité Conv que I'effet le plus important est observé suggérant que les résidus de PPP
présents dans la farine des pommes de terre récoltées en AC sont liés a ces observations de
modifications d’expression des génes. Pour la condition Bio, tres peu de modifications d’expression
génique sont observées. Concernant la condition ADI, les substances actives de PPP en condition de
mélange, pourtant apportées a leurs doses journaliéres admissibles, affectent I'expression des génes,
ce qui présume d'interactions toxicologiques a ces faibles doses. Pour les souris gavées avec les
solutions issues de farines de tubercules avec stockage et traitements antigerminatifs, c’est au niveau
du foie que les réponses biologiques sont les plus importantes, comparativement a l'intestin, et ce pour
les 2 conditions évaluées (ConvS et BioS). Au niveau intestinal, les effets des modalités de
conservation sont moindres, et notamment en condition BioS. Aprés la période de résilience (7 jours
aprés la fin des gavages), les expressions de tous ces génes dérégulés reviennent au niveau des
contréles chez tous les animaux analysés. Les différences observées entre les 2 tissus étudiés peuvent
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s'expliquer par des différences dans la disponibilité des différentes molécules qui peuvent étre
relachées de la matrice alimentaire ou digérées de maniére progressive dans les différents segments
du systeme digestif. Des différences dans I'absorption et/ou de métabolisation des différents produits
peuvent également exister. Une certaine détoxification au niveau du foie peut étre a l'origine d'un effet
moindre dans [intestin, notamment pour les résidus des produits antigerminatifs utilisés lors du
stockage.

Pour estimer l'effet des différentes dérégulations géniques observées dans les différentes conditions
d’expérimentation, les fonctions biologiques affectées par ces dérégulations ont été documentées par la
littérature et par la consultation des banques de données (NCBI, KEGG, GO...) ainsi que les effets
putatifs des différentes dérégulations géniques connus a ce jour. La surexpression et la sous-
expression des génes peuvent correspondre dans la littérature a des effets validés sur d’'autres
modéles. Nos résultats suggerent des perturbations associées notamment a la prolifération cellulaire
(activation de la division cellulaire, migration cellulaire, transformation tumorale), au systeme nerveux
(modifications synaptiques et neuro-hormonales en association avec des troubles psychologiques,
différentes forme d'autisme, schizophrénie et dépression), au métabolisme (perturbations du
métabolisme lipidique et glucidique pouvant entrainer obésité et diabéte) et a 'immunité (perturbations
des mécanismes de régulation immunitaire et stimulation de l'inflammation). Les effets putatifs de la
condition ADI soulignent le fait que les effets en mélange des substances actives de PPP, chacune a
leur dose journaliere admissible, peuvent étre important vis-a-vis de la prolifération cellulaire, de
modifications métaboliques, et de modifications des activités neuronales et immunitaires. C’est pour la
modalité d’exposition Conv que les effets les plus importants sont possibles. Un des résidus qui pourrait
en étre responsable serait le propamocarb qui a été détecté dans la farine des tubercules issus de la
récolte en AC. L’exposition aux farines issus des tubercules stockés (ConvS et BioS) semblent produire
les mémes effets, au niveau du foie. Pour l'intestin, c’est la condition ConvS qui entraine les réponses
biologiques les plus fortes. Dans ce cas, les résidus responsables pourraient étre le propamocarb, le
1,4-diméthylnaphtaléne et le chlorpropham.

En conclusion, les études nutrigénomiques ont révelé l'impact des résidus de PPP sur I'expression
génique se traduisant par :

- un effet cocktail de 9 PPP en solution aqueuse chacun a leur dose journaliére admissible ;

- un effet plus significatif des résidus de PPP présents dans les pommes de terre issues d’une
culture conventionnelle que d’une culture conduite en biologique ;

- un effet trés significatif des résidus présents dans les pommes de terre de consommation
traitées durant leur stockage, indépendamment de leur mode de culture ;

- ces effets consistent en la dérégulation de multiples génes impliqués dans la prolifération
cellulaire, la régulation métabolique, les activités neuronale et immunitaire.

Cette analyse nutrigénomique a été complétée par la recherche d’effets sur le microbiote intestinal, via
une analyse métagénomique réalisée sur les échantillons de féces de chaque individu pour chaque
régime alimentaire étudié. Briévement, nous avons observé que seules les conditions BioS et ConvS
présentent des changements significatifs potentiellement délétéres au niveau de la composition en
phylums bactériens. Les traitements antigerminatifs utilisés pour la pomme de terre semblent induire un
changement transitoire défavorable du rapport Firmicutes / Bacteroidota. L'effet plus réduit observé au
niveau du microbiote intestinal par rapport a I'effet sur I'expression des génes pourrait étre di au fait
que les résidus des PPP soient absorbés dans les parties supérieures du tract digestif et n’atteignent
pas (ou peu) le colon. Enfin, aucun effet n'a été observé sur le poids des souris ni sur l'activité dans le
labyrinthe suggérant que le régime modéré de 20 jours n’est peut-étre pas suffisant pour relever des
changements physiologiques significatifs, malgré les changements observés dans I'expression génique
et dans la composition du microbiote intestinal.
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4.3.2. Effets écotoxicologiques

A lissue de la phase 2, environ 700 kg de sol ont été préleves au Pole légumes de Lorgies, provenant
de 3 zones distinctes du site : les placettes de culture avec traitements biologiques (AB ; 200 kg), celles
avec traitements conventionnels (AC ; 400 kg) et une zone sans culture (A : 100 kg) depuis au moins 10
ans, peu éloignée des placettes cultivées.

Ces sols ont permis de réaliser une expérimentation avec des mono et co-expositions en microcosmes
de trois modeles biologiques du laboratoire LGCgE (Ver de terre, Tréfle blanc et Chou fourrager ; figure
2). Cing conditions ont été répliquées et différents sols testés, qui sont présentés dans le tableau 2 ci-
aprés. Au final, 30 conditions expérimentales ont été réalisées et les expositions ont durées 10 jours,
sur la base de résultats antérieurs obtenus au laboratoire sur ces trois modeles en co-expositions
conduites en microcosmes. Les réponses biologiques étudiées chez les organismes exposés ont en
commun des marqueurs de génotoxicité environnementale, caractérisés par un méme essai, le test des
cométes. Cet essai permet d’étudier l'intégrité de 'ADN au sein d’une population cellulaire nuclée. A
lissue des 10 jours d’exposition, les microcosmes ont été sacrifiés. Pour les vers, les cellules
immunitaires du liquide ccelomique sont récupérées par stimulation électrique puis conservées a -80°C
jusqu’a la réalisation des analyses de génotoxicité. La mesure de traits fonctionnels et le test des
comeétes sur les 2 espéces végétales ont été réalisés a la fin des expositions.

Ver Chou Tréfle
Eisenia Brassica Trifolium Ver + Chou  Ver + Tréfle
fetida oleracea repens
- ‘ | ‘ ‘
Dispositif ‘ \ 1 ‘ ‘
d'exposition v \ ey
—) v ") v ")
- (] | (2] | (2

Figure 2 : Représentation schématique des mono- et co-expositions réalisées en microcosmes avec les
sols en phase 3

Tableau 2: Présentation des conditions expérimentales (sols utilisés) utilisées pour les expositions en
microcosmes

Nom  Description Traitement supplémentaire (dopage)

AB Sol issu de la culture de pomme de -

AB x1 (ETDET ZNEMITS e EY LD avec 1 traitement biologique supplémentaire a la dose habituelle
(phase 2)

AC -

AC x1 avec 1 traitement conventionnel supplémentaire a la dose habituelle

Sl [ENEDI UL 6 PR et avec 1 traitement conventionnel supplémentaire a la dose 5 fois plus
AC x5 terre en agriculture conventionnel X . upp P
concentrée que le traitement habituel

AC (phase 2) avec 1 traitement conventionnel supplémentaire a la dose 10 fois plus

x10 concentrée que le traitement habituel

Concernant ces effets génotoxiques, pour les tréfles blancs, il n'y a globalement pas deffet de la
présence des vers. Il n'y a pas non plus de différence significative chez les plantes cultivées sur les sols
issus de parcelles cultivées en bio ou en conventionnel, sans traitement supplémentaire. Nous
n'observons pas d'effet du traitement additionnel du sol en condition AB en termes d’augmentation des
dommages @ I'ADN. Par contre, une augmentation des dommages est observée avec les sols
conventionnels.

Concernant les vers, aucun effet des co-expositions sur les dommages a 'ADN mesurés n'a été
observé. Il n'y a pas de différence observée en termes de génotoxicité entre les coelomocytes de vers
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témoin et exposés aux sols AB, AB x1 et AC. Les sols issus des cultures de la phase 2 n'induisent donc
pas de stress génotoxique pour les vers, ou les contaminants présents ne sont pas génotoxiques, ou
s'ils le sont, ne sont pas biodisponibles pour les vers. Les mémes conclusions pourraient étre émises
pour les tréfles. Le dopage pour le sol AB n’entraine pas d’augmentation de dommages a 'ADN chez
les vers. Des dommages a I'ADN significatifs sont observés pour les vers exposés au sol conventionnel
quand des traitements supplémentaires ont été utilisés (AC x1, x5 et x10), suggérant que dans ces sols
les produits ajoutés juste avant le début des expositions sont alors disponibles et génotoxiques pour les
vers. Cependant les dommages restent faibles et ne dépassent jamais 10 % pour le Tail DNA médian.
Nous noterons également que la variabilité des réponses augmente avec ces traitements ce qui traduit
des susceptibilités individuelles différentes chez les individus exposeés.

Pour les choux, tous traitements confondus, il y a un « effet vers » significatif. Le pourcentage d’ADN
dans la queue est en moyenne de 19,57 % pour les traitements sans vers et de 34,63 % pour les
traitements avec vers. En présence ou sans E. fetida, il y a une différence statistiquement significative
entre les sols issus de placettes AB ou AC sans traitement additionnel. Dans nos conditions
d’expérience, il y a donc une différence entre les sols en fonction de leur modalité de culture antérieure.
Concernant les sols issus de la parcelle cultivée en conventionnel, les effets des traitements
additionnels et de la présence ou non de vers sont plus contrastés, suggérant des interactions positives
ou négatives sur la disponibilité et la génotoxicité des résidus de PPP présents.

Ces résultats, considérés dans leur ensemble, soulignent I'intérét de notre approche de co-expositions
en microcosmes et la prise en compte des interactions entre organismes dans la caractérisation des
effets écotoxicologiques, ce qui n’est pas le cas avec les bioessais monospécifiques d’écotoxicité.

4. Conclusions, Perspectives et Recommandations

La phase 1 de notre projet a étudié seize parcelles de pomme de terre, dont la moitié en agriculture
conventionnelle (AC) et l'autre en agriculture biologique (AB). Ses résultats marquants sont : (1) des
contaminations a des faibles doses des parcelles par des résidus de PPP (sols, transplants de lichens),
soit anciennes, soit consécutives a la saison culturale ou aux traitements de cultures avoisinantes ; (2)
peu de résidus retrouvés dans les tubercules (concentrations non quantifiables ou trés faibles) ; et (3)
d’'un point de vue écologique, un état biologique des parcelles plutdt limité, observation assez courante
en contexte agricole. Les différentes approches déployées apparaissent complémentaires et
pertinentes pour la surveillance des usages de PPP en plein champ. La phase 2 correspondait a une
expérimentation en conditions semi-controlées. A lissue de la saison culturale, sols et tubercules ont
été échantillonnés et analysés pour réaliser la phase 3 du projet. Le suivi des parcelles et les résultats
obtenus étaient comparables a ceux de la phase 1 : des différences existaient entre parcelles AC et AB,
avec une contamination faible par certains PPP dans les sols et les tubercules. La phase 3, au
laboratoire, était basée sur une série d’expérimentations (1) écotoxicologiques en utilisant les sols des
placettes de la phase précédente mais également (2) toxicologiques avec les tubercules récoltés, en
réalisant des expositions in vivo de souris. Pour ces dernieres, I'analyse des effets des PPP utilisés
pour la culture et le stockage de la pomme de terre a permis d’observer un effet transitoire, important
sur I'expression des génes et beaucoup plus réduit au niveau du microbiote intestinal, suite aux
expositions par gavage alimentaire. Pour les expositions réalisées en microcosmes pour étudier les
effets écotoxicologiques (génotoxicité environnementale principalement), les modéles ont exprimé des
réponses différentes, ce qui soulignent l'intérét de notre approche de co-expositions dans de tels
dispositifs. Des interactions entre les organismes exposés en microcosmes influencent les réponses
biologiques étudiées.

Globalement, les résultats du projet TEPoT suggérent des bénéfices du mode de culture biologique. lIs
plaident pour la prise en compte, lors de leur évaluation, des interactions éventuelles entre résidus de
PPP, utilisés lors d’'une saison culturale. Nos résultats plaident en faveur de la mise en place d’'une
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surveillance des sols et des récoltes, intégrée, physico-chimique et biologique, pour une meilleure
gestion, utilisation et évaluation des PPP. La complémentarité des approches analytiques, écologiques,
écotoxicologiques et toxicologiques déployées aux échelles différentes de TEPoT pourrait étre
transposée a d'autres filiéres agricoles (céréales, arboriculture, viticulture...). Cette démarche pourrait
étre simplifiée car si certains indicateurs sont apparus comme pertinents, d’autres présentent moins
d’intérét dans le contexte étudié. Le développement de certaines approches mérite d’étre poursuivi
(biosurveillance...).

Les perspectives de recherches suite a ce projet pourraient étre également de (1) pérenniser sous
forme de « zone-atelier » les travaux réalisés en phase 1 sur les parcelles de culture de pommes de
terre en Hauts-de-France, en y intégrant la dimension santé des utilisateurs et riverains ; cela ne saurait
étre possible sans un soutien régional ; (2) reproduire cette démarche intégrée dans le contexte d'une
autre filiere agricole régionale ou nationale ; et (3) appliquer cette démarche pluridisciplinaire s'inspirant
du « One Health » dans un contexte autre qu’agricole (per- et polyfluoroalkylées, produits résiduaires
organiques...) ou pour d’autres contaminants (microplastiques) que les PPP en agriculture.
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Résumé

Le projet PESPOT vise a réaliser une cartographie large des résidus de pesticides présents dans 'eau
potable, avec un intérét particulier pour les molécules organiques persistantes et polaires, via des
approches analytiques sans a priori basées sur la spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS).
Une haute sensibilité de la méthode et une intégration des contaminants sur la durée ont été possibles
par I'optimisation et le déploiement d’échantillonneurs passifs associant des phases complémentaires
en termes de physico-chimie afin de qualifier un profil de contamination large. Les molécules ainsi
identifiées ont par la suite été analysées sur des continuums (ressource / traitement / distribution),
permettant de faire le lien entre la ressource et 'eau distribuée. Cette initiative permettra de mettre de
nouvelles données sur la contamination de I'eau a disposition des distributeurs, des collectivités et des
pouvoir publics, et contribuera ainsi a la réflexion autour des suivis réglementaires de
phytopharmaceutiques dans les eaux potables.

Mots-clés : pesticides ultra-polaires, produits de transformation, Chemcatcher®, eau potable, HRMS

Abstract: New analytical tools to assess the occurrence of ultra-polar pesticides and their
transformation products in drinking water

The PESPOT project aims to carry out a broad mapping of pesticide residues present in drinking water,
with a particular focus on persistent and polar organic molecules, using non-targeted analytical
approaches based on high-resolution mass spectrometry (HRMS). High method sensitivity and long-
term contaminant integration were achieved through the optimization and deployment of passive
samplers combining complementary phases in terms of physicochemical properties to characterize a
wide contamination profile. The identified molecules were then analyzed across continuums
(resource/treatment/distribution), enabling the connection between the water source and distributed
water. This initiative aims to provide new data on water contamination to distributors, local authorities,
and public decision-makers, thereby contributing to discussions on the regulatory monitoring of
phytopharmaceuticals in drinking water.

Keywords: ultra-polar pesticides, transformation products, Chemcatcher®, drinking water, HRMS
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1. Introduction

1.1. Contexte

La qualité de I'eau potable est influencée par celle de la ressource initiale, qui peut étre altérée par
I'utilisation de produits phytopharmaceutiques en agriculture (Bilan Environnement et Santé, 2023). Les
analyses réglementaires de contréle de la qualité, bien que fréquentes, sont lacunaires : (1) les analytes
sont ciblés d’aprés des listes préétablies, (2) 'échantillonnage mis en place ne couvre pas des périodes
longues (<24h), (3) les molécules méres dégradées dans le milieu ou au cours des étapes de
traitement peuvent générer des produits de transformation ou des sous-produits d’oxydation (oxygénés
ou chlorés). Ces derniers sont généralement plus polaires que les substances actives et difficilement
analysables avec les méthodes de routine, entrainant un manque de recul sur leur présence et leur
toxicité, donc sur le risque associé pour les consommateurs. De plus, ces molécules sont présentes a
I'état de traces (< 100 ng.L-1) et avec des concentrations variables dans le temps ce qui représente des
challenges analytiques supplémentaires (Le Cor et al. 2021, Sjerps et al., 2019).

Les échantillonneurs passifs représentent un intérét pour réduire les lacunes vis-a-vis de ces
molécules : leur immersion en continu sur une longue période de temps (jusqu'a >15 jours) permet
d’intégrer la contamination sur la durée et d’abaisser les limites de quantification (Bernard et al., 2019).
De plus, concernant les versions Chemcatchers®, les phases accumulatrices peuvent étre choisies en
fonction de la physicochimie des molécules ciblées, et notamment la polarité. Une version sans
membrane semi-perméable (Pinasseau et al., 2020) permet méme des accumulations plus rapides que
loutil conventionnel, ce qui est particulierement pertinent dans les milieux dilués tels que les eaux
potables.

Le suivi des molécules les plus polaires (logP<1) nécessite également le développement de méthodes
analytiques spécifiques : les colonnes C18 utilisées classiquement en chromatographie liquide en
phase inverse ne permettent généralement pas de les séparer efficacement, faute de rétention (Kiefer
et al. 2019, Schulze et al. 2019). Il faut alors se tourner vers des techniques chromatographiques
alternatives telles que la chromatographie a interactions hydrophiles (HILIC) (Shulze et al. 2019) ou la
chromatographie ionique (Jansons et al. 2019).

Enfin, il est impératif de mettre en place des approches analytiques sans a priori afin d’identifier de
nouvelles molécules. La spectrométrie de masse haute résolution (HRMS) permet d'identifier de larges
listes de molécules via la comparaison des données acquises a des bases de données (criblage de
suspects) voire de faire du criblage d’inconnus afin d’identifier des molécules encore non recensées
dans ces bases de données (Schymanski et al. 2014). Ce sont des démarches qui permettent une
vision plus représentative des échantillons.

Le couplage des différentes approches mentionnées ci-dessus (échantillonnage passif,
chromatographie adaptée et HRMS) rendra possible I'identification, puis la caractérisation de nouvelles
molécules ultra-polaires dans les ressources en eaux et les eaux potables.

1.2. Objectifs

Le projet PESPOT vise a réaliser une cartographie large des résidus de pesticides présents dans 'eau
potable, en ciblant les molécules organiques persistantes et polaires via des approches analytiques
sans a priori. Le développement et le déploiement d’échantillonneurs passifs dérivant des
Chemcatchers® permettra d’atteindre une haute sensibilité de la méthode ainsi qu’une intégration des
contaminants sur la durée. Les molécules ainsi identifiées via des approches HRMS seront par la suite
analysées sur des continuums (ressource / traitement / distribution), permettant de faire le lien entre la
ressource et I'eau distribuée. Ceci permettra de mettre de nouvelles données sur la contamination de
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I'eau a disposition des distributeurs, des collectivités et des pouvoirs publics, et contribuera ainsi a la
réflexion autour des suivis reglementaires de phytopharmaceutiques dans les eaux potables.

2. Développement des outils analytiques

2.1. Echantillonneurs passifs

2.1.1. Protocoles
Trois phases accumulatrices (AttractSPE® disks — AFFINISEP) ont été sélectionnées pour constituer
les échantillonneurs passifs : HLB (Hydrophilic-Lipophilic Balanced), SAX (Strong Anion Exchange) et
SCX (Strong Cation Exchange). Elles sont adaptées a 'échantillonnage des molécules moyennement
polaires (logP 1 a 3) a ultra-polaires (logP <1). Les disques sont rassemblés par nature et par 4 dans
des tubes de 50 mL en polypropyléne (PP) afin d'étre conditionnés par des bains successifs de solvants
sous agitation. lls sont ensuite exposés 1h en laboratoire & une eau souterraine synthétique (US EPA
2002) lors du développement, ou 2 semaines sur site. Les phases sont ensuite mises a sécher 15h a
Iair libre avant d’étre extraites par 2 bains successifs de solvants, qui sont rassemblés puis évaporés a
sec avant d'étre repris dans le solvant d'injection approprié. L’ensemble du protocole décrit est illustré

Figure 1.
- 40 mL eau ultrapure -~
10 -1h
; o m™m ’
SECHAGE RECONSTITUTION EXTRAIT
CONDITIONNEMENT SUR LA NUIT EXTRACTION & DES EXTRAITS FINAL
s : &
EXPOSITION Iy EVAPORATION
en labo (1) ou sur site (V) - ' a 5 mL o
Centrifugation
‘:g e st bl o 10 min 11 000 rpm 500 uL ACN
pm min Pm-— min . Evaporation
v v
HLB : acétone, isopropanol, méthanol, eau ultrapure HLB : méthanol +0,1% acide formique / méthanol +0,1% acide formique
SAX : acétone, méthanol, water, NaOH 1M, eau ultrapure SAX : 50 mM NaOH dans le méthanol/ méthanol +1% H,SO,
SCX : acétone, méthanol, water, HNO, 50%, eau ultrapure SCX : 50 mM NaOH dans le méthanol/ méthanol +1% H,SO,

Figure 1 : Protocole de conditionnement, d'exposition et d'extraction des phases accumulatrices

2.1.2. Rendement de sorption des phases

Les capacités de sorption des phases ont été évaluées en laboratoire, par exposition de chaque
sorbant a 45 mL d’'une eau souterraine synthétique dopée avec des standards analytiques a des
concentrations individuelles de 500 ng.L-1 durant 1h.Trois pH couvrant les gammes environnementales
ont été testés (6,5 — 7,5 — 8,5) en triplicat pour chacune des phases. Les phases HLB, SAX et SCX
adsorbent respectivement 67 %, 77 % et 83 % des molécules testées avec une efficacité >50 %. Il
apparait que les 3 phases ont des sorptions assez complémentaires puisque chaque molécule
considérée est accumulée efficacement par au moins l'une d’entre elles, sauf la saccharine qui a des
taux moyens de sorption de 30 %, 44 % et 39 % respectivement pour HLB, SAX et SCX. Le pH n’a pas
d'influence significative dans la majorité des cas (RSD<20 %) sauf en ce qui concerne le CGA 367873
et le fenpropimorph, mais ceux-ci sont adsorbés efficacement par au moins une des phases
accumulatrices a chaque fois, permettant de couvrir 'ensemble de la gamme de pH, donc des
conditions environnementales d’exposition.
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2.1.3. Meilleures conditions d’élution

Afin de déterminer les meilleures conditions de récupération aprés exposition des phases, des tests
d’élution ont été conduits en parallele des tests de sorption en faisant varier la nature du solvant, et en
étudiant I'effet d’acides.

I ressort que pour la phase HLB, ['utilisation d’acide formique (AF) en faible quantité favorise la
récupération de molécules, mais une concentration trop forte entraine un effet inverse. Le MeOH
(méthanol) permet I'élution de davantage de molécules comparativement a I'acétone qui a tendance a
légérement dégrader la phase accumulatrice, et leur utilisation conjointe ne présente aucun intérét
supplémentaire. Finalement, parmi I'ensemble des protocoles testés, il apparait que deux bains
successifs de MeOH +0,1 % AF présentent les meilleures performances avec la récupération de 88 %
des anions, 71 % des cations et 67 % des anions, pour un total de 22/30 molécules échantillonnées.

Le MeOH a ensuite été testé pour I'élution des phases SAX et SCX. Les conditions d’élution ont été
choisies sur la base de mécanismes complémentaires : modifier la forme ionique de la phase, celle des
molécules a analyser, ou les deux alternativement. Pour ce faire il a fallu sélectionner des tampons
adaptés aux pKa entrant en jeu : H2SO4, AF et NaOH. Pour SAX et SCX, c’est finalement une élution
NaOH 50mM dans le MeOH puis MeOH +1 % H2S04 qui est retenue.
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Figure 2 : Quantités relatives extraites des phases accumulatrices testées (HLB, SAX et SCX)

L’ensemble des 47 molécules sont retenues par HLB, mais avec des rendements parfois moins
importants que pour SAX et SCX selon la molécule considérée. Les rendements sont compris entre 1 et
65 % pour HLB, 1 et 90 % pour SAX et 1 et 93 % pour SCX. Les résultats de la Figure 2 illustrent la
complémentarité des 3 phases accumulatrices ainsi que la nécessité de les utiliser simultanément dans
I'optique d’une caractérisation la plus représentative possible d’un échantillon environnemental.

2.2. Design des cuves d’exposition

Il est nécessaire de disposer d’'un systéme d’exposition des échantillonneurs passifs qui permette de ne
pas altérer la qualité de I'eau produite, de ne pas géner I'exploitant dans son travail, et qui soit
reproductible entre les différents sites mais également entre les eaux brutes et les eaux traitées. De
plus, il faut apporter une vigilance particuliere a la sélection des matériaux afin d’éviter les pertes par
sorption des molécules recherchées sur les supports, mais également le relargage des matériaux eux-
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mémes. Le systeme congu est une cuve en inox de 35 L contenant un pied téflon usiné en laboratoire
et 2 tiges en inox permettant d’accueillir la grille de maintien des phases accumulatrices (Figure 3).

e P (2920

Prise d’eau

Figure 3 : (A) Cuve d’exposition ; (B) Grille de maintien des phases accumulatrices (C) Pied support a
introduire dans la cuve (©Vincent Dufour).

2.3. Méthodes de séparation chromatographiques des composés polaires

Soixante-quatre molécules couvrant une gamme de polarité relativement vaste (logP allant de -7 a 5)
ont été sélectionnées afin de réaliser les développements chromatographiques.
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Figure 4: Constantes de séparation (k) de la colonne Acclaim C18 en comparaison de celles des
colonnes (A) Trinity, (B) Luna Polar C18, (C) Supelcarbon, (D) ZIC-HILIC, (E) HILIC-PLUS et (F) BEHC-
HILIC
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Les analyses ont été réalisées par LC-QTOF (Dionex UltiMate 3000 — Thermo Scientific ; Maxis plus -
Bruker). Parmi les 6 colonnes chromatographiques testées, les technologies de type HILIC
(chromatographie d’interaction hydrophile) apparaissent comme les plus orthogonales aux séparations
sur colonnes C18 classiquement employées (étude des constantes k, Figure 4). La colonne ZIC-HILIC
(2,1 x 100 mm 3.5 ym — Sigma Aldrich) se dégage comme la plus efficace parmi celles-ci, et a servi a
développer la méthode chromatographique finale. Pour la colonne C18, la phase mobile est composée
de (A) H20 : MeOH (90:10) a 5 mM formate ammonium + 0,01 % acide formique et (B) : MeOH 5 mM
formate ammonium + 0,01 % acide formique. Pour la colonne HILIC, la phase mobile est composée de
(C) acetonitrile : 10 mM formate d’ammonium (95:5) et (D) acétonitrile : 10 mM formate d’ammonium
(50 :50).

3. Identification de molécules par échantillonnage passif suivi d’analyses HRMS

3.1. Sélection des sites

Huit sites d’échantillonnage ont été choisis parmi les usines de potabilisation gérées par SUEZ, afin
d’en caractériser les eaux brutes (EB) et les eaux traitées (ET). Les critéres de choix portaient sur la
diversité des volumes produits, la nature des EB (surface, souterraine) et le type de traitement, tout en
sélectionnant des localisations sur I'ensemble de la France métropolitaine (lle-de-France, Hauts-de-
France, Occitanie, Bretagne, Grand-Est, Centre-Val de Loire). Le choix a été effectué en concertation
avec les services publics d’eau potable concernés afin d’assurer une certaine représentativité. Les sites
ont été échantillonnés entre octobre 2022 et juin 2023 a l'aide des cuves d’expositions congues,
alimentées en eaux a 100 L.h 1, sur des périodes de 2 semaines. Les paramétres de I'eau (pH,
conductivité, turbidité, taux de chlore) ont été suivis tout au long de limmersion. Apreés chaque
exposition le support contenant les 3 phases accumulatrices a été rincé a I'eau permutée, conservé et
expedié au froid (+5°C) dans les 48 heures a I'Institut des Sciences Analytiques a Lyon.

3.2. Stratégies d’identification de molécules d’intérét

Les approches exploratoires mises en ceuvre dans le cadre de PESPOT consistent & annoter des
entités avec un certain niveau de confiance a partir des signaux acquis par HRMS. Il existe 5 niveaux
de confiance dans I'annotation en fonction des critéres rassemblés: (V) rapport m/z correspondant a
une masse exacte, (IV) déduction d'une formule brute irrévocable par recoupement avec le profil
isotopique, (Ill) détermination d’un candidat potentiel par déduction de la structure grace aux fragments
obtenus, (Il) annotation confirmée par des bases de données de fragmentations in-silico ou
expérimentales, et (l) confirmation de l'identité de la molécule par injection du standard analytique
directement dans la matrice afin de confirmer 'ensemble des critéres.

3.2.1. Analyse d’inconnus
En ce qui concerne le criblage d’inconnu, les extraits sont analysés en HRMS en mode DDA (Data
Dependent Analysis), qui permet de sélectionner les ions parents a fragmenter en fonction de certains
paramétres prédéfinis (intensité, largeur du pic chromatographique, etc.). Il est ainsi possible d’établir le
lien entre ion parent et ion fils, ce qui permet une annotation manuelle des molécules (logiciels MZMine
3.9 Schmid et al. 2013) et SIRIUS v5.8.6 (Duhrkop et al. 2019) avec un certain niveau de confiance
selon la nature et le nombre de critéres rassemblés. Cette approche a été appliquée aux analyses
HILIC-HRMS afin d'identifier des molécules polaires dans les EB et les ET des stations d’eaux potables.

3.2.2. Criblage de suspects
Les extraits d'échantillonneurs passifs exposés sur les usines de potabilisation sont injectés avec le
mode d’acquisition DIA (Data Independant Analysis) qui permet de fragmenter 'ensemble des ions
parents transmis dans le spectrométre et d’en caractériser les ions fils, sans pouvoir faire de lien entre
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les deux, autre que le temps de rétention. Il est donc nécessaire de comparer les données acquises
avec celles d'une base de données préexistante afin de pouvoir annoter les entités, ce qui peut étre
réalisé automatiquement a l'aide de logiciels. A cet effet, le logiciel TASQ® (Target Analysis for
Screening and Quantification — Bruker) et 2 bases de données Bruker PesticideScreener 2.1 et
ToxScreener 2.1, comprenant plus de 2500 pesticides, TPs, médicaments et drogues ont été utilisés.
Grace a ces bases de données fournisseurs, il est possible d’annoter les entités acquises au minimum
au niveau 2 de I'échelle de Schymanski.

3.3. Molécules identifiées

Parmi preés de 50 000 signaux acquis pour les 14 échantillons, 89 entités ont été annotées avec un
niveau 1 ou 2 de confiance, dont 59 pesticides (fongicides, herbicides ou insecticides), 19 produits de
transformation (TPs), 4 sous-produits d’oxydation et 7 molécules pouvant étre impliquées dans la
synthese de pesticides ou pouvant étre assimilés a des TPs. Sur ces 89 molécules, 42 ont pu étre
confirmées par injection du standard et sont au niveau 1 de confiance. La liste des molécules est
fournie en Annexe et la répartition des 89 entités, annotées selon les approches d’'analyse d’'inconnus et
de criblage de suspects avec un niveau de confiance 1 ou 2 selon I'échelle de Schymanski est illustrée
Figure 5.

Les EB présentent généralement plus de molécules identifiées que les ET (respectivement 19 a 36
contre 9 a 29 molécules), avec des abattements du nombre de molécules détectées allant jusqu’a -
59 % (dont 100 % concernant les substances actives) pour le site BRE-1 qui posséde le traitement le
plus avancé parmi les 7 stations étudiées. Le seul site présentant plus de molécules en ET qu’en EB
(+14 %) ne met en jeu qu'une simple chloration, insuffisante & abattre les contaminants organiques. Les
herbicides atrazine et métolachlore ainsi que le fongicide fluopyram sont les substances actives les plus
fréequemment détectées sur 'ensemble des échantillons (respectivement 86 %, 64 % et 71 %).
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Figure 5: Nombre de molécules détectées en fonction des usages dans les eaux brutes (EB) et les
eaux traitées (ET) de 7 stations de potabilisation (IDF-1 et IDF-2: lle-de-France, CVL-1 : Centre-Val-de-
Loire, OCC-1: Occitanie, BRE-1 : Bretagne, GES-1 : Grand-Est) en fonction de leurs usages (Fong. :
fongicide, Herb. : Herbicide, Ins.: Insecticide, TP : produit de transformation, SPO : sous-produit
d’oxydation).

En termes d’approches, 27 entités (soit plus d'1/3) ont pu étre annotées sur la base d’une séparation
HILIC grace au criblage d’inconnus, mettant en évidence la nécessité de s'intéresser davantage aux
molécules polaires et de développer des méthodes adaptées a leur suivi dans les compartiments
environnementaux. Il est également important de noter que, parmi les molécules identifiées de niveau
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de confiance 1 ou 2 dans les EB et les ET, seules 48 sont réguliérement suivies par les laboratoires de
controles (liste ARS Grand-Est ; 4 laboratoires de controle).

4. Caractérisation de continuums de potabilisation

4.1. Sites d’échantillonnages ponctuels pour le suivi quantitatif

La liste de 8 sites ayant servi a I'échantillonnage passif a été portée a 25 usines gérées par SUEZ, dans
le cadre du suivi quantitatif de 36 molécules parmi celles identifiées. Le suivi de davantage de sites
permet d’augmenter la représentativité du jeu de données en couvrant davantage de cas de figures
(BFC : bourgogne-Franche-Comté, BRE: Bretagne, CVL: Centre-Val-de-Loire, GES : Grand-Est, HDF :
Hauts-de-France, IDF: lle-de-France, NAQ : Nouvelle-Aquitaine, OCC : Occitanie, PDL : Pays-de-la-
Loire, PAC : Provence-Alpes-Cdte-d’Azur). L'échantillonnage des 25 sites s’est déroulé entre le 22 mars
et le 09 avril 2024. |l a été réalisé par échantillonnage ponctuel de I'eau brute, de I'eau traitée avant
chloration (si traitement intermédiaire) et de I'eau traitée chlorée. Une fois le prélévement réalise, les
échantillons sont acidifiés (AF) afin de garantir une meilleure conservation, et le chlore résiduel a été
neutralisé a I'aide de thiosulfate de sodium. Les échantillons ont été conservés et expédiés en froid
positif (+5°C) au laboratoire de TANSES a Nancy dés le lendemain du prélévement afin de permettre
leur analyse dans les plus brefs délais.

4.1. Optimisation de la méthode analytique

Grace aux approches croisées de criblage de suspects et de criblage d'inconnus sur les eaux brutes et
traitées échantillonnées, une liste de pesticides et produits de transformation a été établie afin de
développer une méthode quantitative par LC-MS/MS.

Les différents essais réalisés ont permis de mettre au point une méthode avec une séparation
chromatographique sur une Acquity UPLC (Waters) et une détection avec un spectrométre de masse
Xevo TQ-XS (Waters). La colonne chromatographique retenue était une XSelect HSS T3 2,5 um (2,1 x
150 mm). Le débit de la phase mobile était de 300 yL.min-1 avec une phase mobile Eau LC-MS +0,1 %
AF / MeOH a 0,1 % AF. Le gradient commencait a 10 % de MeOH a 0,1 % AF pour atteindre 100 % en
10 minutes. Le volume d'injection était de 100 uL et la température du four colonne était fixée a 30°C.
L'ionisation a été réalisée a l'aide d’'une source électrospray en mode d’ionisation positif (ESI +) et
négatif (ESI-) en fonction de chaque molécule. Les conditions optimales pour I'analyse étaient les
suivantes : tension capillaire a 2 kV (ESI+) et a 2,5 kV (ESI-), température du bloc source a 110 °C, la
température de désolvatation a 550 °C et le débit d’azote a 1200 L.h-1. L’acquisition a été réalisée en
mode MRM.

4.2. Eléments de validation

Sur les 36 molécules ciblées, 34 se sont avérées analysables avec cette méthode (validation réalisée
selon le guide SANTE, Pihlstrom et al. 2021). Le prosulfocarb et I'esbiothrine ont été retirés en raison
de contaminations des blancs.

Les limites de quantification étaient comprises entre 5 et 25 ng.L-1 pour 94 % des molécules. A chaque
fois que cela était possible, un homologue marqué a été utilisé comme étalon interne, soit 74 % des
molécules analysées. Des dopages en matrices a la LOQ ont été réalisés dans 4 matrices (2 eaux de
surface, une eau souterraine et une eau traitée additionnée de thiosulfate de sodium a 100 mg.L-1).
Dans la grande majorité des cas (91 %), les rendements étaient compris entre 60 % et 120 % avec un
coefficient de variation inférieur a 20 %.
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Des essais de stabilité ont également été conduits sur 11 jours & 4°C, dans trois matrices avec 0,1 %
AF (une eau de surface, une eau souterraine et une eau traitée additionnée de thiosulfate de sodium a
100 mg.L-1). 32 molécules sont stables dans ces conditions. Le diméthénamide est instable
uniquement en eau souterraine au-dela de 2 jours et le quinmérac au bout de 7 jours uniquement en
eau de surface.

4.3. Résultats LC-MS/MS

Sur 5 des 25 sites investigués, aucune des 34 molécules n’'a été quantifiée. Sur les autres sites, treize
molécules ont été quantifiées. Il s'agit de 8 molécules méres (atrazine, chlorotoluron, S-métolachlore,
fluxapyroxad, bentazone, simazine, métazachlore et éthidimuron) et 6 métabolites (Atrazine-déséthyl
(DEA), atrazine-déséthyldesisopropyl (DEDIA), atrazine-désisopropyl (DIA), atrazine-2-OH, 2,6-
dichlorobenzamide et terbuthylazine-2-OH).

Parmi les 25 sites, 9 étaient alimentées par des eaux de surface. Neuf molécules ont été quantifiées
dans les eaux brutes de 7 de ces 9 sites (Figure 6 et Tableau 1). L'atrazine et trois de ses métabolites
représentaient 64 % de ces quantifications, I'atrazine-2-OH étant la molécule la plus souvent quantifiée.
Le nombre maximum de molécule quantifiée dans les eaux brutes d’origine superficielle était de six et la
somme maximale des concentrations des molécules quantifiées était de 198 ng.L-1. Aucune molécule
n’a été quantifiée dans les eaux traitées de ces usines, avant ou aprés chloration.
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Figure 6: Nombre de quantification des molécules observées dans les eaux brutes des usines
alimentées par des eaux de surface.

Parmi les 25 sites, 16 étaient donc alimentés par des eaux souterraines. 11 molécules ont été
quantifiées dans les eaux brutes de 13 de ces 16 sites (Figure 7). Comme pour les eaux de surface,
aatrazine et quatre de ses métabolites représentaient 81 % de ces quantifications, I'atrazine et
I'atrazine déséthyl (DEA) étant les molécules les plus souvent quantifiées. Le nombre maximum de
molécules quantifiees dans une ressource souterraine était de sept et la somme maximale des
concentrations était de 585 ng.L-1 (Figure 7).

Dans les eaux traitées avant chloration, il n’y a plus que 4 de ces 16 sites qui sont encore concernées
par une quantification d’au moins une molécule (BCF-2, IDF-2, IDF-3 et ID-5). Seuls l'atrazine, trois de
ses métabolites et une fois la terbuthylazine-2-OH sont encore quantifiées dans ces eaux traitées. Trois
de ces 5 molécules sont simultanément quantifiées sur deux sites (IDF-3 et IDF-2), pour une
concentration cumulée de 35 et 39 ng.L-1, respectivement.
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Tableau 1 : Nombre de molécules quantifiées et somme de ces molécules dans les eaux brutes des 7 usines
alimentées par des eaux de surface

Site ‘ GES-1 0OCC-1 PDL-1 BRE-2 IDF-1 IDF-4 BRE-1
Nombre de quantifications 1 2 2 4 5 6 S
Somme des concentrations (ng.L") 8 11 32 76 95 100 198

En eau chlorée, on retrouve majoritairement de I'atrazine et ses métabolites (76 % des molécules
quantifiées - Erreur ! Source du renvoi introuvable. 10). Jusqu'a 6 molécules ont pu étre quantifiées
simultanément (HDF-6). On remarque que pour les sites ayant fait I'objet d’'un prélevement avant et
apres chloration, on peut retrouver plus de molécules dans les eaux traitées et chlorées que dans les
eaux non chlorées. La somme totale des concentrations des molécules quantifiées dans les eaux
chlorées ne dépassait la limite de qualité (e.g. 0,5 pg.L-") que sur un seul site (OCC-3), qui est donc
considéré comme non-conforme (572 ng.L"). Ce site présente également un dépassement de valeur
réglementaire individuelle (0,1 ug.L-") pour la DIA (0,137 pg.L-") et la DEDIA (0,384 ug.L"). Sur 6 sites,
aucune des 34 molécules n'a été quantifiée dans I'eau chlorée.

II' est toutefois important de garder a I'esprit que les limites de détection et de quantification déterminent
le nombre de molécules détectées et les conclusions qui en découlent. En effet, les échantillons d’eaux
ont été analysés par injection directe afin de ne pas altérer leur représentativité, ce qui a pu conduire a
des limites de quantification trop hautes compte tenu du manque de recul sur les niveaux de
concentrations de certaines des molécules suivies dans le cadre de prélévements conventionnels. Cela
est particuliérement vrai dans le cadre des ET qui présentent une charge contaminante généralement
bien moindre que les EB.
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Figure 7 : Nombre de quantification des molécules dans les eaux brutes et les eaux chlorées des
usines alimentées par des eaux souterraines.
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5. Conclusions

Le projet PESPOT a permis le développement d’'un nouvel échantillonneur passif combiné permettant
d’intégrer la contamination de molécules avec une trés large gamme de polarité, incluant les molécules
ultra-polaires. Associé a des séparations complémentaires RPLC et HILIC couplées a des méthodes de
spectrométrie de masse haute résolution, 'outil développé a permis d'identifier une liste de molécules
susceptibles de se retrouver dans les eaux brutes et les eaux traitées des stations de potabilisation du
territoire Frangais avec un bon niveau de confiance (1 et 2 sur I'échelle de Schymanski). Cette liste peut
ainsi servir de base afin de renforcer la surveillance des eaux naturelles et des eaux potables dans
l'optique de comprendre et réduire les risques associés a ces molécules vis-a-vis de la population,
répondant ainsi aux enjeux poses par le plan Ecophyto 2+.
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La quantification d’'une liste plus restreinte de molécules dans des continuums de traitement a mis en
évidence la contamination des eaux souterraines et de surface par des pesticides et des TPs
(principalement liées a des TPs de I'atrazine). Elle confirme également importance des traitements
multi-barrieres pour abattre ces contaminations et la faible contribution de la chloration simple a ce
processus.

L’ensemble de ces analyses a mis en évidence que parmi les composés identifies, plus d’une
quarantaine ne sont pas régulierement suivis dans le cadre des contréles sanitaires, notamment en
raison de leur trés forte polarité qui nécessite des méthodes dédiées. Si leur dangerosité n'est pour
linstant pas pointée du doigt faute du recul nécessaire, il apparait tout de méme impératif de poursuivre
les investigations du réseau afin de documenter la présence et la dynamique de ces composés, dans
I'optique de garantir 'accés a une eau de bonne qualité au plus grand nombre.

Cela met en lumiére les manques actuels concernant les données de présence et de dangerosité des
molécules les plus polaires, encore trop peu considérées dans le cadre des analyses réglementaires,
ce qui est un frein a l'estimation fiable du risque encouru par les consommateurs. L'identification de
nouvelles molécules et la surveillance de celles déja connues est un préambule indispensable a 'étude
de leur impact sur I'environnement et la santé humaine, permettant in fine de rassembler les différents
acteurs autours de cette problématique afin d’envisager des moyens de protections si cela s'avéere
nécessaire (substitution, réduction a la source, amélioration des traitements, etc.).
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Annexe

Liste des 89 entités annotées dans les eaux brutes (EB) et eaux traitées (ET) des usines de
potabilisation investiguées, en fonction du niveau de confiance selon Schymanski (Niv. Conf.) et de la
méthode analytique employée

. . BRE-1 CVLA1 GES-1 HDF-1 IDF-1 IDF-2 0occ-1
Molécules Usag Méthod ~ Niv. | eg  ET | EB | ET | EB | ET | EB | ET | EB | ET | EB | ET | EB | ET
* | (n=22 | (n=9 | (n=30 | (n=13 | (n=19 | (n=16 | (=22 | (n=25 | (n=36 | (n=28 | (n=35 | (n=27 | (n=25 | (n=22

) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
1,2,4-triazole Autre HILIC 1 X X X X X X
2-
diethylaminoethanol ~ Autre HILIC 2 X X X X X
Acide 4- .
ChIoroShenoxyacetl Herb C18 2b X
%(4(1-0 A)
cide
/l?\rogwoacétique SPO HILIC 1 X
cide
dibromoacétique SPO HILIC 1 X X
cide
dichloroacétique SPO HILIC 1 X X X X X
Acide vinylsulfonic Autre  HILIC 1 X X X X X X
Amitrole Herb HILIC 1 X X
Ammélide Hr, HILIC 1 X X
Amméline Hr, HILIC 1 X X
Afraton W, C18 2 X X X X X X
Atrazine Herb C18 1 X X X X X X X X X X X
Atrazine 2Hydroxy (1 C18 1 X X X X X X X X X X
Atrazine-déséthyl TP
I%EA St "'ﬁ;b C18 1 X X X X X X X X X
razine-déséthyl-2-
Hydroxy (DEA-OH) Herb HILIC 1 X X X X X X X X X X
étrazme—désléthyl- P e , X % X
esisopropy
QEDJR) "'Te;b
razine-
desisopropyl (DIA) Herb Cc18 1 X X
Azoxystrobine Fong c18 1 X
Benalaxyl Fong c18 2b X
Benomyl Fong C18 2a X
Bentazone Herb HILIC 1 X X X X X
Bioallethrine Insect ~ C18 2b X
Boscalide Fong Cc18 1 X X X X
Bromate SPO HILIC 2b X X
Butylamine Autre  HILIC 2a X X X X X X X X X
Carbaryl Insect C18 2a X X X X X X X
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BRE-1 CVL-1 GES-1 HDF-1 IDF-1 IDF-2 0occ-1
Molécules Usag Méthod ~ Niv. | gg  Er [ EB | ET | EB | ET | EB | ET | EB | ET | EB | ET | EB | ET
(=22 | (n=9 | (n=30 | (n=13 | (n=19 | (n=16 | (n=22 | (n=25 | (n=36 | (=28 | (n=35 | (n=27 | (n=25 | (n=22
) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
Carbendazime Fong C18 1 X
Carbofuran Insect C18 2b X
Shuondazone- W HLC  2a X x [ x| x| x X | x
Chloridazone Herb C18 1 X X X
Ghprolpalonl TP TF, HLIC 1 X X X X | x
Chlorotoluron Herb C18 1 X X X X X X X
Chlorsulfuron Herb C18 2b X
Cloprop Herb C18 2b X
Cycluron Herb C18 2a X X X
Cyromazine Insect C18 2b X
Diéthyltoluamide) Insect C18 1 X X X X
Fgﬁgg%gzine o, HLC 2 X X
Dicamba Herb C18 2b X
Dichlorobenzamide Herb C18 1 X X X
Diméthachlore Herb C18 2b X
Diméthénamide Herb C18 1 X X X X X
Dinoseb Herb C18 2b X
Dinoterb Herb C18 2a XA X
Diuron Herb C18 1 X X X X X X X
Epoxiconazole Fong C18 2b X
Ethidimuron Herb C18 2a X
Ethiofencarb Insect C18 2b X
Ethyl sulfate Autre  HILIC 1 X
Flucycloxuron Insect C18 2a X
Flufénacet Herb C18 2a X X X X
Fluopicolide Fong C18 1 X X X X X X X
Fluopyram Fong C18 1 X X X X X X X X X X
Fluridone Herb C18 2a X
Fluxapyroxad Fong C18 1 X X X X X X X X
Halofénozide Insect C18 2b X X
Hexazinone Herb c18 2a X X
Icaridin Insect C18 1 X
Imidaclopride Insect Cc18 1 X X
e et HUC x x
Isoxaflutole Herb C18 2b X X
Mélamine Hr,  HLC 1 x [ x | x X x | x| x X
A AU
Métazachlore Herb C18 2a X X X X
Méthiocarbe Insect C18 2b X
Méthiocarbe-sulfone Inzgct C18 2a X X
Méthyl sulfate Autre HILIC 1 X X X X X X X
Métobromuron Herb C18 2b X X
Métolachlore Herb C18 1 X X X X X X X X X
N-Méthylammelide Lo HILIC 2 X
Oxadixyl Fong  C18 2 X X X X
Picoline Autre HILIC 2b X X X X X X X X X X X X X X
Pirimicarbe Insect ~ C18 2b X
Prometryne Herb C18 2b X
Propachlore-ESA Wr HLC 2 X
Propiconazole Fong Cc18 2a X
Propyzamide Herb C18 2a X X
Prosulfocarbe Herb C18 1 X X X
Pymétrozine Insect  HILIC 1 X X
Pyracarbolide Fong C18 2a X
Saccharine Hrp  HLC 1 X | x x| ox [ x| x| x| x
Simazine Herb C18 1 X X X X X
Simazine 2-Hydroxy 1 C18 2 X X X X X X
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. . BRE-1 CVL-1 GES-1 HDF-1 IDF-1 IDF-2 occ-1
Useag glethod ch.f ET ET

Molécules EB EB ET EB ET EB ET EB ET EB ET EB
N (n=)22 (n)= (n730 (n713 (n719 (n=)16 (n=)22 (n=)25 (n=)36 (n=)28 (n=)35 (n=)27 (n=)25 (n=)22

Simétryne Herb C18 2b X

Tébuconazole Fong C18 1 X X X X
Terbuthylazine Herb C18 1 X X
Terbutryne Herb C18 1 X X X
Tétraconazole Fong C18 2b X

Trifloxystrobine Fong C18 2b X
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Résumé

Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK), souvent associé a I'obésité, est le principal trouble de
la reproduction chez les femmes en age de procréer. Deux fongicides, le Tebuconazole (Tb) et
I'Epoxiconazole (Epox) sont présents dans les sols et les eaux souterraines de la Région Centre Val de
Loire. Nous montrons qu’Epox et Th réduisent la synthése de stéroides par les cellules ovariennes
humaines (hCG) probablement par lintermédiaire du récepteur nucléaire, AhR. De plus, Tb est plus
cytotoxique qu'Epox sur les hCG. Enfin, nous observons que Tb et Epox altérent plus fortement les
cellules ovariennes de patientes SOPK et/ou obéses, suggérant que les femmes souffrant de certains
troubles de la fertilité et/ou métaboliques sont plus sensibles a I'exposition aux triazoles.

Mots-clés : pesticides, femme, fertilité, cellules ovariennes, triazoles

Abstract: Impact of triazoles on ovarian cells of patients and link to groundwater and soil

Polycystic ovary syndrome (PCOS), often associated with obesity, is the main reproductive disorder in
women of childbearing age. Two fungicides, Tebuconazole (Tb) and Epoxiconazole (Epox), are present
in soils and groundwater in the Centre Val de Loire region. We show that Epox and Tb reduce steroid
synthesis by human ovarian cells (hCG), probably via the nuclear receptor, AhR. Moreover, Tb is more
cytotoxic than Epox on hCG. Finally, we found that Th and Epox more strongly altered the ovarian cells
of PCOS and/or obese patients, suggesting that women with certain fertility and/or metabolic disorders
are more sensitive to triazole exposure.

Keywords: pesticides,women, fertility, ovarian cells, triazoles

1. Introduction

L'infertilité féminine affectant environ 10 % a 20 % des couples est un probléme de santé publique
majeur croissant qui touche de nombreuses femmes a travers le monde. Ce phénoméne est
particulierement préoccupant dans les pays en développement, ou l'accés aux soins de santé et aux
traitements de fertilité peut étre limité. Les causes de l'infertilité féminine sont variées et peuvent inclure
des désordres reproductifs associés a des dysfonctionnements hormonaux, des malformations
congénitales et des infections. Parmi ces désordres, le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK)
affecte 5 a 20 % des femmes en age de procréer dans le monde (Teede et al. 2018). Il est caractérisé
par des déséquilibres hormonaux qui peuvent entrainer des cycles menstruels irréguliers et des
difficultés a concevoir. Il se définit par une combinaison de symptomes variés, notamment des cycles
menstruels irréguliers, une hyperandrogénie (excés d'hormones androgénes) et la présence de kystes
ovariens (ovaire avec un nombre de follicules =212 et/ou un volume ovarien =210 mL) (Teede et al.
2018). Le SOPK, principale cause d'infertilité féminine, est frequemment associé a un surpoids ou une
obésité Sur une étude réalisée en 2020 par des chercheurs de 'INSERM et du CHU de Montpellier,
23,9 % des femmes étaient en surpoids et 17,4 % des femmes étaient obéses (INSERM, 2023). Ces
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deux pathologies, SOPK et obésité impactent le systéme endocrinien et peuvent induire des baisses de
la fertilité. Par exemple, chez les femmes diagnostiquées SOPK, il est retrouvé des altérations des
secrétions des hormones sexuelles, progestréone (Pg) et oestradiol (E2) et des taux circulants élevés
de I'hormone antimllérienne (AMH) qui est produite par les follicules ovariens et représente un
marqueur de la réserve ovarienne. Ces changements hormonaux augmentent, dans 'ovaire, le nombre
de follicules antraux donnant cet aspect d’'ovaire polykystique (pour revues (de Medeiros et al., 2021 ;
Zeng et al., 2020, Zhang et al., 2018). Quant a I'obésité, une des hormones majeures produite par le
tissu adipeux, la leptine, proportionnelle a la masse adipeuse, est capable de diminuer l'activité de
protéines nécessaires a la stéroidogenese (STAR, CYP11A1, CYP17A1) et altérer les fonctions
ovariennes comme la folliculogenése et la stéroidogenese (Broughton and Moley, 2017 ; de Medeiros
et al.,, 2021 ; Saint-Dizier and Chastant-Maillard, 2014). Dans les cas d'obésité et de SOPK, I'obésité
provoque une surstimulation des adipocytes entrainant une élévation de la production d’androgénes et
d’cestrogenes (par exemple, la testostérone et 'E2) (pour revue (de Medeiros et al., 2021) aggravant les
symptdmes déja présents liés au SOPK.

Parmi les divers facteurs pouvant influencer la fertilité, I'exposition aux pesticides a suscité un intérét
croissant dans la recherche scientifique. Selon I'Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA),
les pesticides regroupent les « produits phytopharmaceutiques » et les « biocides » permettant le
contrle d’agents pathogenes et de vecteurs de maladies comme les insectes, les rongeurs. Les
produits phytopharmaceutiques sont principalement utilisés dans I'agriculture et parmi eux sont
retrouvés les herbicides, les fongicides et les insecticides (Pesticides | EFSA, 2023). Les pesticides
(insecticides, fongicides ou herbicides) sont des substances chimiques ou biologiques utilisées pour
prévenir, contréler ou éliminer les nuisibles qui peuvent nuire aux cultures, aux animaux, aux humains
ou a l'environnement. ls jouent un role crucial dans I'agriculture moderne en permettant d'augmenter
les rendements des cultures, de protéger les récoltes contre les maladies et les ravageurs, et de
garantir la sécurité alimentaire. L'utilisation de ces produits, par essence de nature toxique, suscite de
plus en plus d'interrogations, du fait des risques qu'ils peuvent présenter pour la santé humaine et
animale. Aujourd'hui, alors que la plupart des produits phytosanitaires les plus toxiques aussi bien pour
la santé humaine que pour la faune sauvage ont été retirés du marché, les interrogations se portent
davantage sur leur repro-toxicité. Parmi les pesticides testés dans notre laboratoire sur les cellules
ovariennes humaines, nous avons pu remarquer que les triazoles tébuconazole (TB) et I'époxiconazole
(Epox) font partie des triazoles les plus représentés dans les eaux souterraines de la région Centre-Val
de Loire et ils ont aussi été retrouvés dans les sols (Figure 1).
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Figure 1 : Carte de la Région Centre Val de Loire avec la mesure des concentrations d’Epoxiconazole
(A) et de Tébuconazole (B) dans les eaux souterraines (données fournies par le BRGM) et dans les sols
(C et D) (données fournies par INRAE Infosol).

Les triazoles font partie de la famille des fongicides organiques les plus utilisés (pour revue (Zarn et al.,
2003)). lls sont reconnaissables de par leur structure comportant un cycle a 5 atomes dont 3 atomes
d’azote et deux doubles liaisons. Leur action principale est d’inhiber la stérole 14 a déméthylase, aussi
connue sous le nom de Cytochrome P450 famille 51 (CYP51) (pour revue (Zarn et al., 2003)). La
CYP51 est une enzyme permettant la conversion du lanostérol en ergostérol dans les champignons, un
composant de la membrane plasmique. Par conséquent, l'inhibition de CYP51 entraine la dégradation
des membranes plasmiques et la mort cellulaire des champignons (pour revue (Zarn et al., 2003)).
Cependant, CYP51 n'est pas spécifique des champignons et est également retrouvée dans d’autres
especes invertébrées ou vertébrées telles que les especes aviaires (Kojima et al., 2006) et les
mammiféres (pour revue (Zarn et al., 2003)). Chez I'numain, la CYP51 est exprimée dans de nombreux
tissus dont les ovaires et les testicules (EFSA, 2009 ; Stromstedt et al., 1996) et donc I'exposition aux
triazoles peut engendrer divers effets, dont la perturbation du systéme endocrinien. Jusqu’a maintenant,
aucune étude n’a été publiée sur I'exposition aux triazoles des cellules ovariennes chez 'humain et les
études sur les autres mammiféres ou espéces aviaires sont rares.

Ainsi, dans notre étude, nous nous sommes intéressés a quatre populations de femmes, prises en
charge dans le centre de PMA du CHRU de Tours et vivant dans la région Centre-Val de Loire : poids
normal (IMC (Indice de masse corporel >18,5 et <25) et sans SOPK (NW), poids normal et SOPK
(PNW), obésité sans SOPK (O, IMC>30) et obésité avec SOPK (PO). Le diagnostic de SOPK a été
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établi selon les criteres de la conférence de consensus de Rotterdam de 2003. Toutes les femmes
atteintes de SOPK présentaient une oligo/anovulation et un nombre de follicules par ovaire = 12. Dans
le cadre de l'autorisation de notre projet, numéro 2016-075 et apres consentement de chaque patiente,
nous avons collecté des cellules ovariennes (cellules de granulosa humaine (hGCs), déchet
postopératoire obtenues apres ponction folliculaire lors de protocole de fécondation in vitro. Ensuite,
nous avons mis en culture ces cellules afin de les exposer a différentes concentrations du TB ou de
I'Epox. Sur ces cellules nous avons testé et comparé les différences de sensibilité a ces deux triazoles
en terme de viabilité cellulaire, de sécrétion des hormones sexuelles, Pg et E2 et d’expression génique
de différentes enzymes ou facteurs intervenant dans la production de stéroides (STAR, Steroidogenic
acute regulatory protein; CYP11A1, cytochrome P450 family 11 subfamily A member 1 ; HSD3B,
hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta ; CYP19A1, cytochrome P450 family 19 subfamily A
member 1) ou d’hormone impliquée dans la réserve ovarienne (AMH, Anti-Mullerian Hormone) ou
encore d'un récepteur connu étre impliqué dans les effets de certains pesticides (AHR, Aryl
Hydrocarbon Receptor).

2. Description des patientes

Les cellules ovariennes plus spécifiquement, les cellules de la granulosa ont été collectées sur quarante
patientes qui ont été sélectionnées pour I'étude de chaque triazole (TB et Epox). Dans la cohorte TB
(Tableau 1), les femmes du groupe PNW étaient plus jeunes que les femmes du groupe O (p=0,0188).
Comme attendu, l'indice de masse corporel (IMC) des femmes O et PO était significativement plus
élevé que celui des autres groupes (p<0,0001). Le nombre de follicules était similaire dans les groupes
NW et O, mais il était plus élevé dans le groupe PO et le groupe PNW (p<0,0001). De plus, le nombre
de jours par cycle était plus élevé dans les deux groupes SOPK (p<0,0001). La testostérone
plasmatique était plus élevée dans les deux groupes SOPK que dans les autres groupes (p<0,0001). La
concentration plasmatique la plus élevée d'/AMH dans le sang a été trouvée dans les deux groupes
SOPK (p=0,0007) ainsi que la sécrétion la plus élevée de LH (p=0,0011) et le rapport LH/FSH
(p<0,0001). Aucune différence n'a été constatée entre les quatre groupes en ce qui concerne la
sécrétion plasmatique d'E2 et le nombre d'ovocytes matures. Cependant, le nombre d'embryons était
plus élevé dans le groupe PNW que dans le groupe O (p=0,0165).

Tableau 1: Parametres cliniques et hormonaux des patientes dont les cellules ont été exposées au
tébuconazole. IMC : Indice de masse corporelle ; AMH : Hormone anti-mullérienne ; LH : Hormone Lutéinisante ;
FSH: Hormone folliculo-stimulante. Les données sont des moyennes * SEM. Des letires en minuscule
différentes indiquent des différences significatives entre chaque groupe de patientes a p < 0,05.

NW o PNW PO
Age (ans) 31.1+£1.12 340+1.12 29.5+0.9° 30.4 +£0.92
IMC (kg/m?) 21.8£0.6° 33.0+0.4a 20.7 £0.50 33.3+0.52
Nombre de follicules 17.4 +1.4a 9.7+1.22 440 £4.1b 31.2+£1.3¢
Durée des cycles (jours) 28.5+0.62 29.2£0.72 98.5 £ 19.50 93.9+£17.8°
Testostérone (ug/L) 02+£0.12 02+£0.12 0.8+£0.1b 0.8£0.1°
AMH (ng/mL) 3.0+0.52 4.6 £ 0.8 17.1 £4.90 10.8 £ 1.6°
FSH (UI/L) 6.8+0.9 7.0+£1.1 53+£0.3 46+04
LH (UIL) 41+0.32 3.7+0.4a 8.1+£1.20 6.1 £0.9a
Ratio LH/FSH 0.7+£0.12 06+£0.12 1.6 +£0.20 1.4 +£0.2°
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(Estradiol (ng/L) 433143 415+53 415142 36.8+2.2
Nombre d’ovocytes matures 5.8+0.72 3.9+0.82 7.6 +£1.2b 7.3+1.1b
Nombre d’embryons 3.4 +£0.6° 2.0+0.62 531080 42+0.7°

En ce qui concerne la cohorte Epox (Tableau 2), le groupe O était significativement plus 4gé que les
autres groupes (p<0,05). L'IMC était, comme prévu, plus élevé dans les groupes O et PO que dans les
autres groupes (p<0,0001). Le nombre de follicule était plus élevé dans le groupe PNW que dans les
trois autres groupes (p<0,01), et plus élevé dans le groupe PO que dans les groupes NW et O (p<0,01).
Le nombre de jours par cycle était plus élevé dans les deux groupes SOPK (p<0,0001). Les
concentrations plasmatiques de testostérone (p<0,0001), d'’AMH (p<0,05), de LH (Hormone
Lutéinisante) (p<0,05) et le rapport LH/FSH (Hormone FolliculoStimulante) (p<0,001) ont été augmentés
par l'obésité et le statut SOPK. Aucune variation de la concentration de FSH et d'E2 n'a été observée.
Le nombre d'ovocytes matures était plus élevé dans les groupes PNW et PO que dans le groupe O
(p<0,01) et le nombre d'embryons congus par fécondation in vitro (FIV) était plus élevé dans le groupe
PNW que dans le groupe PO (p<0,05).

Tableau 2: Paramétres cliniques et hormonaux des patientes dont les cellules ont été exposées a
I'époxiconazole. IMC: Indice de masse corporelle; AMH: Hormone anti-mullérienne; LH: Hormone
Lutéinisante ; FSH : Hormone folliculo-stimulante. Les données sont des moyennes + SEM. Des lettres en
minuscule différentes indiquent des différences significatives entre chaque groupe de patientes a p < 0,05.

Parametres NW o PNW PO

Age (ans) 30.92+£0.9% |33.67+0.6° |29.62+0.8 30.42 £0.92
IMC (kg/m2) 2158 +04a | 32.08+04> |20.85+0.3 33.08 £ 0.4
Nombre de follicules 1742 +1.2a 9.50 £0.92 43.23 £ 3.8 30.92 £ 1.0
Durée des cycles (jours) 2717 £1.02 29.21+£0.72 | 103.08 £18.5> | 94.92 + 16.8°
Testostérone (ug/L) 0.13+£0.022 |019+0.022 |0.80+0.1 0.77 £0.10
AMH (ng/mL) 3.03 £ 04a 4.59 + 0.62 17.53 £ 4.3° 10.06 + 1.40
FSH (UILL) 6.63+0.38 6.96 £ 0.7 571+0.3 481104
LH (UIIL) 3.96 £ (.22 3.63+0.32 8.70 £ 1.1 6.78 £ 0.5
Ratio LH/FSH 0.66 £ 0.12 0.57+£0.12 1.57 £ 0.1 148 £ 0.1
(Estradiol (ng/L) 4475+43 4118+4.0 |4258+43 40.24 £1.7
Nombre d’ovocytes matures 583+ 0.6° 3.92+0.72 6.72 £1.0b 7.50 £ 0.8°
Nombre d’embryons 3.67 £ 0.42 2.08 £ 0.62 4.54 +0.6° 417+ 0.6

3. Analyse de la viabilité cellulaire

L’étude a montré une diminution de la viabilité cellulaire globale (sans différence des groupes) a partir
de 12,5 uM de TB et 25 uM d’Epox aprés 24 heures (données non montrées). La viabilité cellulaire a
été mesurée en utilisant le test de cytotoxicité, CCK8 (Cell Counting Kit-8) qui est un test colorimétrique
sensible pour déterminer le nombre de cellules viables. En revanche, en analysant les groupes
individuellement, les cellules provenant des groupes PNW, O et PO semblent étre moins sensibles au
TB que les cellules du groupe NW car leur viabilité aux doses fortes est moins diminuée que celle du
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groupe NW (Figure 2) et aucune différence de sensibilité apres une exposition a 'Epox pendant 24h n’a
été observée (Figure 2).
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Figure 2: Effet du Tébuconazole (TB) et de I'Epoxiconazole (Epox) sur la viabilité des cellules
ovariennes des patientes dites « normaux-poids » (NW), « obése » (O), « normaux poids avec un
SOPK » (PNW) ou « sans SOPK » (PO). Des lettres en majuscule différentes indiquent des différences
significatives a p<0.05 entre les différentes concentrations de TB ou Epox. Par exemple, le nombre de
cellules viables est différent entre la concentration 0 et 12.5 IM de TB. Des lettres en minuscule au-
dessus de chaque histogramme indiquent des différences significatives entre chaque groupe de
patientes pour une concentration donnée de TB ou Epox a p<0.05.

4. Analyse de la production des hormones sexuelles, progestérone et oestradiol

Les sécrétions de Pg et d’E2 ont été mesurées par dosage ELISA dans le milieu de culture des cellules
primaires de la granulosa humaine (hGCs) de patientes NW, ainsi que I'expression des génes codant
pour STAR, CYP11A1, HSD3B et CYP19A1 par PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitative. Le TB
réduit la sécrétion de Pg et d’'E2 a partir de 75 et 25 uM, respectivement (Figure 3A et C). Il inhibe aussi
I'expression de STAR et CYP19A1 a partir de 12,5 uM (données non représentées). L’Epox régule
négativement I'expression de STAR, HSD3B et CYP19A1 a partir de 12,5 pM (données non
représentées) ce qui conduit a une diminution de la production de Pg et E2 a partir de 25 uM (Figure 3
BetD).
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forte diminution des sécrétions d’E2 est observée dans les groupes PNW, O et PO contrairement au
groupe contréle (NW) (Figure 4G). Ce profil est également retrouvé pour les sécrétions de Pg et de E2
aprés stimulation avec I'Epox (Figure 4F et H). Cependant, aucune différence dans I'expression des
génes codant pour la stéroidogenése n'a été mise en évidence entre les 4 groupes apres I'exposition
au TB ou a I'Epox (données non montrées).
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Figure 4 : Effet du Tébuconazole (E, G) et de I'epoxiconazole (F, H) sur la production des hormones
sexuelles (Pg et E2) par les cellules ovariennes de patientes dites « normaux poids » (NW) ou
« obése » (O) avec (PO) ou « sans un SOPK » (PNW). Des lettres en majuscule différentes indiquent
des différences significatives a p<0.05 entre les différentes concentrations de TB ou Epox. Des lettres
en minuscule au-dessus de chaque histogramme indiquent des différences significatives entre chaque
groupe de patientes pour une concentration donnée de TB ou Epox a p<0.05.

5. Analyse de I'expression de I'hormone antimiillérienne (AMH)

L’expression de 'AMH dans les hGCs des différents groupes de patientes a été analysée. L'AMH a un
réle d’'indicateur de réserve ovarienne (Zhou et al., 2021) : une forte concentration plasmatique a été
reliée a un recrutement en masse de follicules antraux (pour revues (de Medeiros et al., 2021 ; Zeng et
al., 2020), (Zhang et al., 2018). En revanche, un faible taux peut traduire un vieillissement ovarien
(Zhou et al., 2021). Comme la protéine dans le sang, 'expression de son géne est augmentée dans les
cellules issues des groupes PNW et PO a I'état basal (sans exposition aux pesticides) (données non
représentées). Cependant, ces 2 groupes sont les plus impactés par I'exposition au TB et a 'Epox a
100 uM avec une plus forte inhibition de I'expression de 'AMH (données non montrées).
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6. Analyse de I'expression du récepteur Aryl Hydrocarbone (AHR)

Nous avons pu également observer chez ces différents groupes de patientes que I'expression du gene
codant I'aryl hydrocarbone receptor (AHR) dans les cellules issues des groupes O, PNW et PO était
augmentée en présence de TB ou d’Epox @ 100 uM (données non montrées), alors qu’a 'état basal
(sans exposition) I'expression de AHR restait similaire dans les 4 groupes (données non montrées).
Aprés invalidation du géne AHR dans les cellules ovariennes humaines, nous avons montré un effet
moindre du TB et de 'Epoxy démontrant que ce récepteur joue bien un réle dans la perturbation de la
stéroidogenése des cellules de la granulosa humaine par I'exposition aux triazoles tébuconazole et
époxiconazole (données non représentées).

7. Conclusions-perspectives

Cette étude a montré que les triazoles tébuconazole (TB) et époxiconazole (Epox) agissent
differemment sur les cellules primaires de la granulosa humaines (hGCs) provenant de femmes avec un
statut physiologique différent (obésité £ SOPK). Les cellules ovariennes issues des patientes ayant un
SOPK et/ou une obésité sont plus sensibles aux triazoles époxiconazole et tébuconazole. Cela pourrait
s’expliquer, entre autres, par une diminution plus importante des sécrétions de Pg et d’'E2 mais aussi
une altération de I'expression de 'AMH, acteur essentiel dans le développement folliculaire (Baarends
et al., 1995). Un des potentiels acteurs de cette dérégulation hormonale pourrait étre I'aryl hydrocarbon
receptor (AHR), puisque son expression est augmentée dans ces trois groupes et que l'invalidation du
géne dans les cellules de lignée de granulosa humaine restaure les sécrétions des stéroides mesurées
par rapport au contréle, en présence des deux triazoles. En complément avec cette étude, déterminer
les concentrations dans le liquide folliculaire de ces deux pesticides permettrait de travailler avec des
concentrations similaires a celles retrouvées dans I'environnement. L’exposition de ces deux triazoles
sur des modéles de souris in vivo, par exemple, présentant un SOPK ou une obésité, nous permettrait
de mieux comprendre, les processus impliqués dans les perturbations endocriniennes. Une étude
épidémiologique menée sur les deux cohortes étudiées, ici, serait également utile afin d’analyser de
potentielles corrélations entre les concentrations dans le sang et/ou liquide folliculaire des triazoles et le
nombre d’ovocytes matures, le nombre d’embryon ou encore les lieux d’habitation ou de travail des
patientes.

Ethique

Les auteurs déclarent que les expérimentations ont été réalisées en conformité avec les
réglementations nationales applicables.

Déclaration sur la disponibilité des données et des modéles

Les données qui étayent les résultats évoqués dans cet article sont accessibles sur demande auprés de
l'auteur de correspondance de l'article.

Déclaration relative a I'Intelligence artificielle générative et aux technologies assistées par
I'Intelligence artificielle dans le processus de rédaction

Les auteurs n'ont pas utilisé de technologies assistées par intelligence artificielle dans le processus de
rédaction.

ORCIDs des auteurs

Joélle DUPONT : https://orcid.org/0000-0002-8046-7705

Contributions des auteurs

85 Innovations agronomiques 105 (Septembre 2025)


https://orcid.org/0000-0002-8046-7705

Dupont J.

Rédaction : Joélle Dupont

Déclaration d'intérét

Les auteurs déclarent ne pas travailler, ne pas conseiller, ne pas posséder de parts, ne pas recevoir de
fonds d'une organisation qui pourrait tirer profit de cet article, et ne déclarent aucune autre affiliation que
celles citées en début d'article.

Remerciements

Nous remercions I'équipe du centre de PMA du CHRU de Tours, I'équipe du BRGM (Bureau de
Recherches Géologiques et Miniéres) pour les recherches des triazoles dans les eaux souterraines,
I'équipe INRAE infosol d’Orléans pour la recherche de ces pesticides dans le sol et 'ensemble de
I'équipe SENSOR INRAE Centre Val de Loire a Nouzilly pour toutes les études moléculaires et
cellulaires.

Déclaration de soutien financier
Les auteurs remercient 'OFB (Office Francais de la Biodiversité) pour le financement PESTIFERTI.

Références bibliographiques

Baarends, W. M., Uilenbroek, J. T., Kramer, P., Hoogerbrugge, J. W., van Leeuwen, E. C., Themmen, A. P. and
Grootegoed, J. A. (1995). Anti-mullerian hormone and anti-mullerian hormone type Il receptor messenger
ribonucleic acid expression in rat ovaries during postnatal development, the estrous cycle, and gonadotropin-
induced follicle growth. Endocrinology 136, 4951-4962. doi: 10.1210/endo.136.11.7588229

Broughton, D. E. and Moley, K. H. (2017). Obesity and female infertility: potential mediators of obesity’s impact.
Fertil. Steril. 107, 840-847. doi: 10.1016/j.fertnstert.2017.01.017.

de Medeiros, S. F., Rodgers, R. J. and Norman, R. J. (2021). Adipocyte and steroidogenic cell cross-talk in
polycystic ovary syndrome. Hum. Reprod. Update 27, 771-796. doi: 10.1093/humupd/dmab004.

EFSA (2009). Scientific Opinion on Risk Assessment for a Selected Group of Pesticides from the Triazole Group
to Test Possible Methodologies to Assess Cumulative Effects from Exposure through Food from these Pesticides
on Human Health. EFSA J. 2009 7(9), 1167.

EFSA (2023). Pesticides. https://www.efsa.europa.eu/fr/topics/topic/pesticides

INSERM (2023). Obésité et surpoids : prés d’'un francais sur deux concerné. Salle Presse Inserm 20 Février 2023
Site internet : Inserm. Paris; 2023, [consulté le 21 février 2023].

Kojima, M., Tagami, T. and Degawa, M. (2006). Cloning of chicken lanosterol 14a-demethylase (CYP51) cDNA:
Discovery of a testis-specific CYP51 transcript. Comp. Biochem. Physiol. A. Mol. Integr. Physiol. 145, 383-389.
doi: 10.1016/j.cbpa.2006.07.012.

Saint-Dizier, M. and Chastant-Maillard, S. (2014). La reproduction animale et humaine. Edité par Editions Quae.
Paris, 1- 750.

Stromstedt, M., Rozman, D. and Waterman, M. R. (1996). The Ubiquitously Expressed Human CYP51 Encodes
Lanosterol 14a-Demethylase, a Cytochrome P450 Whose Expression Is Regulated by Oxysterols. Arch.
Biochem. Biophys. 329, 73-81. doi: 10.1006/abbi.1996.0193.

Teede, H.J., Misso, M.L., Costello, M.F., Dokras A, Laven J, Moran L, Piltonen T, Norman RJ. (2018).
Recommendations from the international evidence-based guideline for the assessment and management of
polycystic ovary syndrome. International PCOS Network. Hum Reprod. 2018 Sep 1;33(9):1602-1618. doi:
10.1093/humrep/dey256. doi: 10.1093/humrep/dey256.

Zeng, X., Xie, Y., Liu, Y., Long, S. and Mo, Z. (2020). Polycystic ovarian syndrome: Correlation between
hyperandrogenism, insulin  resistance and obesity. Clin. Chim. Acta 502, 214-221. doi:
10.1056/NEJM0a2314741.

86 Innovations agronomiques 105 (Septembre 2025)



https://www.efsa.europa.eu/fr/topics/topic/pesticides

Impact des triazoles sur les cellules ovariennes de patientes et lien avec les eaux souterraines et les sols

Zhang, J.-F., Yu, C.-M., YAN, L.-L. and Ma, J.-L. (2018). Effect of anti-mullerian hormone on stem cell factor in
serum, follicular fluid and ovarian granular cells of polycystic ovarian syndrome patients. 22, 7877-7882. doi:
10.26355/eurrev_201811_16413.

Zhou, S.-J., Sun, T.-C., Song, L.-L., Yang, M., Sun, X.-P. and Tian, L. (2021). The status and comparison of
ovarian reserve between fertile and infertile healthy Chinese women of reproductive age. Medicine (Baltimore)
100, €25361. doi: 10.1097/MD.0000000000025361

Zarn, J. A., Briischweiler, B. J. and Schlatter, J. R. (2003). Azole fungicides affect mammalian steroidogenesis by
inhibiting sterol 14 alpha-demethylase and aromatase. Environ. Health Perspect. 111, 255-261. doi:
10.1289/ehp.5785.

Pour citer cet article : Joélle Dupont. Impact des triazoles sur les cellules ovariennes de patientes et
lien avec les eaux souterraines et les sols. Innovations Agronomiques, 2025, 105, pp.78-87.
10.17180/ciag-2025-vol105-art07

L.MEJ:Cet article est publié sous la licence Creative Commons (CC BY-NC-ND 4.0)

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Pour la citation et la reproduction de cet article, mentionner obligatoirement le titre de I'article, le nom de
tous les auteurs, la mention de sa publication dans la revue Innovations agronomiques et son DOI, la
date de publication.

87 Innovations agronomiques 105 (Septembre 2025)



https://hal.inrae.fr/ARINRAE-INNOVAGRO/hal-05221469
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

EXPLORA - conséquences non létales de I'exposition aux pesticides sur les reines
Apis mellifera

Freddie-Jeanne RICHARD', Maxime PINEAUX2
T Unité Abeilles et Environnement ; 228 route de I'Aérodrome ; Domaine Saint Paul - Site Agroparc
84914 AVIGNON Cedex 09 - France

2 Bretagne Vivante, Société pour I'étude et la protection de la nature en Bretagne ; 19 rue de Gouesnou
- 29200 BREST - France

Correspondance : freddie-jeanne.richard@inrae.fr

DOI : https://doi.org/10.17180/ciag-2025-vol105-art08

Résumé

Les pollinisateurs sont essentiels dans le maintien de la biodiversité des plantes a fleurs et contribuent
aux rendements agricoles (fruits, légumes). Ces insectes sont en déclin et menacés notamment par
lutilisation des pesticides. Les tests d’autorisations de mises sur le marché testent leur impact sur les
especes non-cibles, mais occultent les effets non létaux pouvant réduire fortement la qualité des
pollinisateurs. Dans cet article, nous présentons les résultats d’études scientifiques sur les effets non
létaux de certains pesticides (projet EXPLORA). Les résultats montrent des effets majeurs sur les
abeilles, dont la survie, sur le développement larvaire, 'émergence, lors du vol nuptial ou des
paramétres liés a la reproduction pour les reines. L'utilisation de produits chimiques congus pour
détruire le vivant montre ses limites de par ses effets (Iétaux et non létaux) sur des espéces non-cibles
et souvent une non-sélectivité des molécules.

Mots-clés : espece non-cible ; effets non létaux ; comportement ; apiculture ; usages agricoles

Abstract: Pesticide exposures and consequences on life history traits of queens in Apis
mellifera

Pollinators are essential in maintaining the biodiversity of flowering plants and contribute to agricultural
yields (fruits, vegetables). These insects are in decline and threatened using pesticides. Marketing
authorization tests test their impact on non-target species but hide the non-lethal effects that can
significantly reduce the quality of pollinators. In this article, we present the results of scientific studies on
the non-lethal effects of certain pesticides (EXPLORA project). The results show major effects on bees,
including survival, larval development, emergence, during nuptial flight or parameters related to queen
reproduction. The use of chemicals designed to destroy living things shows their limits due to its effects
(lethal and non-lethal) on non-target species and often the non-selectivity of the molecules.

Keywords: non target species ; no-lethal effects ; behaviour ; beekeeping ; agricultural uses

1. Introduction

Les populations de pollinisateurs chutent drastiquement depuis plusieurs décennies (Hallmann et al.,
2017 ; Zattara and Aizen, 2021). L’abeille mellifere ne fait pas exception et les apiculteurs constate un
effondrement massif de leurs colonies dans plusieurs régions du monde (Neumann and Carreck, 2010).
Parmi les principales causes avancées de cet effondrement figurent les changements climatiques, les
especes invasives, les pathogénes ou encore les pratiques agricoles dites conventionnelles, qui
favorisent la perte et la fragmentation des habitats et utilisent des pesticides, principalement des
insecticides, fongicides ou herbicides (Vanbergen and The insect pollinators initiative, 2013). Ces
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produits sont utilisés pour protéger les cultures en limitant les pertes de rendement face a divers
organismes, animaux et végétaux. Cependant, bien que souvent utilisés contre des especes cibles, les
pesticides impactent également des organismes non-cibles, notamment des pollinisateurs. C'est le cas
de I'abeille mellifére ou abeille a miel, Apis mellifera. Les caractéristiques biologiques de cette espéce
ainsi que les nombreux services écosystémiques qu'elle apporte dans son environnement et son
importance économique en font un organisme modéle pour étudier I'impact des pesticides (Cullen et al.,
2019).

Les preuves deffets non létaux (ou sublétaux) des pesticides sur les espéces non-cibles, dont les
pollinisateurs, se sont accumulées ces dernieres années. L'évaluation de ces effets contraste avec les
protocoles d’évaluation de toxicité des pesticides avant leur mise sur le marché (Encadré 1 & 2), qui se
limitent souvent a mesurer la mortalité des abeilles, a court terme, aprés les avoir exposées a
différentes doses d'un produit et dans des conditions contrélées (Barascou et al., 2021). Ce
fonctionnement contribue a la mise sur le marché de pesticides qui n’entrainent pas directement la mort
des pollinisateurs, mais qui peuvent avoir des conséquences sur leur biologie comme une altération de
leur physiologie ou de leur comportement. Parmi les fonctions perturbées suite a une exposition des
abeilles aux pesticides figurent par exemple le systéme immunitaire (Desneux et al., 2007), le
développement larvaire (Desclos Le Peley et al., 2025; Yang et al., 2020), I'apprentissage et la
mémoire (Papach et al., 2017 ; Siviter et al., 2018), la communication (Tison et al., 2020), le butinage
(Gill et al., 2012 ; Henry et al., 2012) et 'orientation (Artz and Pitts-Singer, 2015). En revanche, l'impact
des pesticides sur les fonctions reproductives a été peu
étudie jusqu'a trés récemment, alors qu'une
perturbation de la reproduction entraine bien souvent
une chute rapide de la population. La perturbation de la
reproduction est d’autant plus importante dans le cas de
I'abeille @ miel car un seul individu, la reine (Photo 1),
donne naissance a toutes les ouvriéres de sa colonie,
comme c'est le cas chez d’autres espéces d'insectes
sociaux monogyne (e.g. les bourdons, les guépes, les
frelons, les fourmis...) (Encadré 3).

Photo 1: Reine (tag 73) entourée par sa cour royale.
Crédit Freddie-Jeanne Richard

Encadré 1 : La DL50

Le terme DL50 en écotoxicologie désigne la dose létale d’'une substance ou d’un composé chimique. La
valeur DL 50 représente la dose d’'une substance qui est Iétale pour 50 % de la population testée dans
un temps donné. Cette valeur est utilisée comme référence pour évaluer les effets nocifs des produits
chimiques sur diverses espéces. Une faible valeur de DL50 signifie qu'une petite quantité de cette
substance suffit a tuer un grand nombre d’individu (la moitié dans le cadre de tests expérimentaux). En
revanche une forte valeur de DL50 montre qu’une dose élevée est nécessaire pour provoquer des
effets létaux.

D'autres facteurs tel que la toxicité chronique, le potentiel de bioaccumulation, la vitesse de
dégradabilité sont également importants a prendre en considération avant ['utilisation de nouveaux
produits chimiques.

Encadré 2 : La toxicité aigué.

Elle correspond a la mort ou de graves troubles physiologiques aprés un court délai par absorption
d'une substance nocive. Cette exposition peut se faire en une seule ou plusieurs expositions.
L’absorption peut se faire par contact, par voie respiratoire ou par I'alimentation.
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La toxicité chronique.

La toxicité chronique correspond aux effets permanents d’'une intoxication aigué et perdurent longtemps
apres I'exposition de la substance considérée. En plus de la mortalité, les conséquences de leurs effets
peuvent étre évaluées par des changements de nature physiologique ou comportementale impactant
lindividu considéré. Ne pas confondre : toxicité a long terme et toxicité chronique. La toxicité a long
terme correspond aux risques toxicologiques qui résultent de I'exposition d’une population a des
substances toxiques dans leur environnement de vie. Ce sont essentiellement les conséquences d’une
exposition permanente via le milieu de vie (I'eau, I'air, le sol) et a de tres faibles concentrations de
polluants.

Encadré 3 : Une espéce sociale

Les colonies d'abeilles a miel contiennent un grand nombre d’individus et vivent selon un mode
d’'organisation sociale exceptionnel et notamment avec une division des réles poussée a 'extréme. Les
colonies d’'abeilles sont composées d’ouvriéres, de quelques males et d’'une seule reine. La reine
assure seule la ponte des ceufs qui donneront naissance a des futures ouvriéres, a des males ou a des
futures reines selon I'alimentation recue pendant le stade larvaire. Les futures reines regoivent de la
gelée royale pendant toute leur vie larvaire, contrairement aux futures ouvriéres et aux males qui n’y ont
droit qu'au tout début. Ces disparités affectent la durée du développement larvaire puisqu’elle n'est que
de 16 jours avant émergence pour les reines et de 24 jours pour les méles. La reine a le monopole de
la reproduction et contribue a la cohésion sociale de la colonie, alors que les ouvriéres effectuent une
multitude de tdches comme le soin au couvain, la fabrication de la cire, ou encore la récolte de
réserves. Tous les individus sont essentiels, mais la reine est le pilier de la cohésion puisqu’elle inhibe
la physiologie de la reproduction des ouvrieres et est indispensable au renouvellement des ouvrieres
vieillissantes.

Les reines s’accouplent au début de leur vie quelques jours seulement apres leur émergence et
uniquement pendant leurs vols nuptiaux. Chaque vol dure quelques dizaines de minutes. Alors que les
méales ne s'accouplent qu'une seule fois, la reine, elle, aura plusieurs partenaires (polyandrie) et va
stocker les spermatozoides dans sa spermathéque. Elle utilisera ce stock pour féconder ses ceufs
jusqu’a la fin de sa vie.

2. Impacts des pesticides sur les reines

L'impact des pesticides sur les reines est encore peu étudié, probablement en partie pour des raisons
techniques, puisqu’une étude in situ nécessite le maintien d’'une colonie entiere pour chaque reine. Les
pesticides peuvent limiter les capacités reproductrices des reines en impactant différents moments ou
fonctions clés de leur cycle biologique : le développement larvaire, le vol nuptial, la ponte et la
communication.

Dans le cadre de I'étude que nous avons menée sur I'exposition des reines au boscalid, un fongicide de
type SDHI (Encadré 4), sous forme pure ou dans une formulation commerciale (le Pictor Pro®), les
reines sont indirectement expo !sées pendant 48 heures aprés I'émergence via I'alimentation des
ouvriéres (voir encadré 5 pour plus de détails). Parmi les 51 reines introduites dans des ruchettes, 25
sont mortes dans les quatre mois qui ont suivis, dont 80 % le premier mois de lintroduction. La
probabilité de survie des reines est significativement associée au traitement pesticide. Les reines
contrbles (sans exposition) ont significativement plus de chances de survivre que celles exposées au
Pictor Pro® (48 % de survie en moins) et la différence est moins importante avec le boscalid pure
(19.6 % de survie en moins).
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Encadré 4 Fongicides SDHI

Les fongicides sont utilisés pour lutter contre les champignons pathogénes des cultures. lis
représentent 40 % du marché mondial des pesticides et leur utilisation devrait continuer & augmenter a
I'avenir (Oliver and Hewitt, 2014). Parmi les grandes familles de fongicides se trouve les carboxanilides
(boscalid, penthiopyrade...), les triazoles, les acylanines et benzimidazoles. Les fongicides de la famille
des SDHI, succinate deshydrogenase inhibitors, comme le boscalid, agissent comme inhibiteurs de la
respiration cellulaire des champignons. lls sont utilisés contre les champignons sur de nombreuses
cultures (colza, céréales, raisin, et de nombreuses cultures fruitieres et légumieres — haricots, pois,
salade, pomme...).

Encadré 5 Protocole — Projet EXPLORA
Pour cette étude, nous avons donné a une colonie éleveuse des jeunes larves pour qu'elles soient
élevées comme des futures reines. Avant I'émergence, les cellules royales sont installées
individuellement dans des petites cagettes avec des ouvriéres (Photo 2). Les reines émergentes sont
alors exposées pendant 48 heures au fongicide par le biais d’ouvrieres nourries de boscalid dilué dans
du sucrose. Ensuite, ce sont au total 51 reines qui sont introduites dans des ruchettes, dont 14 ont été
exposées au boscalid et 14 au Pictor Pro® (une formule commerciale composée a 50 % de boscalid).
Les 23 reines restantes, elles, n‘ont été exposées a aucun produit, s'agissant de la population de
controle. La quantité de boscalid a laquelle les reines ont été exposées est calculée a partir des
concentrations retrouvées dans les champs au cours d’'une autre étude (Bohme et al., 2018). Une fois
les reines installées dans leur colonie, nous avons mesuré chaque mois, de mai a septembre, la
surface occupée par le couvain ouvert et par le couvain fermé, le pollen, le miel ainsi que le nombre
d'ouvriéres adultes. Les reines ont ensuite été collectées début septembre — avant le début des
traitements contre le Varroa — pour des analyses physiologiques et génétiques.
— r

Photo 2: Jeunes ouvriéres installées autour de la cellule royale dans une cagette, juste avant
I'émergence de la reine. Crédit : Freddie-Jeanne Richard

2.1. Le développement larvaire et I’émergence

L’exposition aux pesticides des colonies réduit drastiquement la probabilité d’émergence des reines,
vraisemblablement via la baisse de la qualité des produits glandulaires des nourrices qui s'occupent
des cellules royales, plut6t que directement via une contamination de la gelée royale (Milone and Tarpy,
2021b). Ces problémes de développement se manifestent aussi par une réduction du poids des reines
a I'émergence, un paramétre important pour la reproduction puisqu’il est corrélé au nombre de
spermatozoides stockés par les reines, ce dernier parametre étant lui-méme souvent utilisé pour
évaluer le potentiel reproducteur des reines (Collins and Pettis, 2013). Une exposition pendant le

19 hitps://www.pollinis.org/publications/boscalid-lexposition-des-reines-a-altere-le-comportement-de-la-
colonie/
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développement larvaire, pour les individus émergents, aura donc principalement des conséquences
visibles a long terme sur la reine, son succes reproducteur, et par conséquent sur la colonie.

2.2. Le vol nuptial

Le vol nuptial est sans aucun doute la période la plus délicate et la plus cruciale de la vie d'une reine.
Le nombre de males avec lesquels elle s’accouple et dont elle stocke les spermatozoides détermine
son taux de polyandrie. Ce niveau de polyandrie définit la diversité génétique de la colonie et est
essentiel au bon fonctionnement de cette derniére. En effet, une comparaison entre des colonies
génétiquement uniformes et des colonies génétiquement diverses montrent des effets positifs de la
diversité génétique sur plusieurs parametres importants : une meilleure lutte contre des pathogenes,
des ouvriéres produites plus rapidement et en plus grande quantité, une plus grande accumulation de
réserves de nourriture et une meilleure attractivité de la reine pour ses ouvrieres. Tous ces bénéfices
participent & augmenter la probabilité de survie hivernale de la colonie (Delaplane et al., 2015 ; Mattila
and Seeley, 2007 ; Richard et al., 2007).

Comme dit plus haut, dans le cadre de nos expériences, nous observons une augmentation de la
mortalité des reines lorsque les ouvriéres qui les alimentent sont exposées au boscalid sous forme pure
ou sous la forme commerciale Pictor Pro® (Pineaux et al., 2023). En examinant la courbe de mortalité,
nous observons que la majorité des reines meurent les toutes premiéres semaines de l'introduction
dans la ruche, au moment du vol nuptial, ce qui suggere qu'elles ne reviennent pas a la ruche.
L’analyse de la diversité génétique au sein des colonies nous a permis de mettre en évidence que les
reines exposées au boscalid s'accouplent avec 23 % de méles en moins que les reines non exposées.
Cela signifie que les colonies des reines exposées sont composées d'ouvrieres avec une diversité
génétique moins importante. Assez logiquement, le comptage de spermatozoides dans les
spermathéques montrent que les reines exposées indirectement au boscalid ont aussi stocké
significativement moins de spermatozoides (-29 %) que les reines controles.

Une exposition & deux néonicotinoides (thiaméthoxame et clothianidine) réduit le taux de polyandrie
des reines (Forfert et al., 2017) et une exposition a un cocktail d'une dizaine de pesticides tend a
montrer un résultat similaire (Milone and Tarpy, 2021b). Plusieurs mécanismes, non-exclusifs,
pourraient expliquer pourquoi les reines exposées aux pesticides ont un taux de polyandrie moins
élevé. Les reines doivent parcourir plusieurs kilometres pour atteindre les congrégations de males,
nécessitant de bonnes aptitudes de vol et d'orientation. Chez les ouvriéres, ces deux parametres sont
connus pour étre négativement impactés par une exposition aux pesticides (Henry et al., 2012 ; Liao et
al., 2019). Ces disfonctionnements pourraient limiter le nombre de vols nuptiaux effectués par les
reines, réduisant ultimement le nombre total d’accouplements. Cependant, les quelques données
récoltées indiquent que le nombre et la durée des vols ne semblent pas étre affectés par une exposition
aux néonicotinoides (Williams et al., 2015). Une baisse du nombre d’accouplements pourrait aussi
s’expliquer par la modification des phéromones sexuelles produites dans les glandes mandibulaires des
reines. Ces phéromones attirent les males lors des vols nuptiaux (Gary, 1962) et leur composition est
affectée par les pesticides (Walsh et al., 2020). Les conséquences de ces changements sur I'attraction
des males restent encore inconnues. Une diminution du taux de polyandrie des reines suite a une
exposition aux pesticides pourrait aussi étre liée a des perturbations post-accouplements. Une
réduction de la quantité et de la qualité des spermatozoides stockés par les reines dans leur
spermathéque a été mise en évidence suite a une exposition a des pesticides, incluant des insecticides,
des fongicides et des herbicides (Milone and Tarpy, 2021b; Pineaux et al., 2023 ; Williams et al., 2015).
Aprés les accouplements, les spermatozoides sont transférés des ovaires vers la spermathéque mais
une sélection drastique s'opére puisque seuls 3 % des spermatozoides sont finalement stockés
(Koeniger and Koeniger, 2000). Si les pesticides perturbent les mécanismes responsables de ce
transfert, les spermatozoides de plusieurs males pourraient ne pas étre stockés dans la spermatheque,
réduisant le stock de spermatozoides disponibles pour la reine. La bonne conservation des
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spermatozoides pendant plusieurs années est permise par le fluide présent dans la spermathéque de la
reine, notamment via des molécules aux propriétés antioxydantes (Baer et al., 2009). Une exposition
aux pesticides pourrait changer la composition de ce fluide spermathécal et donc entrainer une
dégradation rapide des spermatozoides stockés. Cependant, une étude a récemment testé I'effet de
cires contaminées sur les reines, sans mettre en évidence un changement dans la composition du
fluide spermathécal (McAfee et al., 2021).

2.3. La ponte

Aprés s’étre accouplée, la reine commence rapidement a pondre jusqu’a plusieurs centaines d’ceufs par
jour (Winston, 1987). Lorsqu'une colonie est nourrie avec du pollen ou du sirop contaminé aux
pesticides, la quantité de couvain produit dans la colonie est réduite (Sandrock et al., 2014),
possiblement du fait d’'une diminution du nombre d'ceufs pondus par la reine (Wu-Smart and Spivak,
2016), d'une baisse du taux d’éclosion (Fine, 2020) ou bien d’'une augmentation de la mortalité des
larves (Traynor et al., 2021). Cependant, le défaut de cette méthode d’exposition sur I'ensemble de la
colonie est qu’elle ne permet de déterminer si cette baisse reproductive est due aux pesticides via leur
effet direct sur la reine ou via leur effet indirect sur la qualité des ouvriéres (e.g. des nourrices qui
s'occupent des larves, des butineuses qui raménent la nourriture pour alimenter les larves...). Pour
remedier a cela, quelques études ont exposé les reines au stade larvaire en contaminant la cire ou le
pollen avec des pesticides. Ces études ont mis en évidence une réduction de la ponte (Walsh et al.,
2020) et une augmentation de la mortalité larvaire (Milone and Tarpy, 2021a), indiquant donc qu’une
exposition au stade larvaire des reines a des conséquences a long terme sur la dynamique de la
colonie. Une diminution des capacités reproductives des reines suite a une exposition aux pesticides
pourrait s’expliquer par divers dysfonctionnements, incluant une perturbation du développement des
ovaires (Williams et al., 2015), un défaut de production de vitellogénine, une protéine essentielle a la
bonne qualité des ceufs mais aussi a la résistance immunitaire (Chaimanee and Pettis, 2019), un déficit
des fonctions locomotrices (Wu-Smart and Spivak, 2016) ou encore un changement des phéromones
nécessaires a la bonne communication avec les ouvrieres (Walsh et al., 2020). Dans notre étude, le
niveau d’expression des génes de la vitellogenine des reines exposées au boscalid était plus faible que
celui des reines controles.

2.4. La communication

Les reines communiquent leur statut reproducteur aux ouvriéres par le biais de phéromones, produits
notamment par les glandes mandibulaires (Keeling et al., 2003 ; Plettner et al., 1996). La composition
de ces phéromones change au cours de leur vie, par exemple apres les accouplements. Ces
changements sont plus ou moins prononcés selon le nombre d’accouplements, et donc selon la qualité
reproductive de la reine (Kocher et al., 2009 ; Richard et al., 2011 ; Richard et al., 2007). Cela signifie
que les ouvrieres sont rapidement au courant des difficultés rencontrées par la reine, et peuvent aller
jusqu’a la remplacer par une nouvelle reine, un processus naturel appelé « supersedure ».

Une seule étude s’est pour le moment intéressée a l'impact des pesticides sur la communication entre
la reine et les ouvrieres (Walsh et al., 2020). La composition des phéromones émises par les reines
changeait lorsque celles-ci étaient élevées dans de la cire contaminée aux pesticides. Le comportement
des ouvrieres s’en trouvait changé puisque celles-ci étaient moins attirées par ces reines exposées aux
pesticides. Plus la reine attire d’ouvriéres, mieux elle est nourrie, ce qui signifie qu’un disfonctionnement
de la communication peut rapidement mettre en péril la santé, et donc la fertilité, de la reine (Allen,
1960). L’étude en question a constaté une diminution du nombre d’ceufs pondus par la reine, sans qu'il
soit possible de déterminer s'il s’agissait la d'un effet direct des pesticides sur la ponte ou d'un effet
indirect via une carence alimentaire (Walsh et al, 2020). Les colonies n'étaient pas suivies
suffisamment longtemps pour étudier une éventuelle augmentation des « supersedures » chez les
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reines exposées aux pesticides. Une telle réponse avait été constatée dans d’autres études, sans qu'il
ne soit possible d'identifier si elle était causée via un effet direct des pesticides sur la communication
des reines (Sandrock et al., 2014 ; Traynor et al., 2021).

2.5. La colonie

Notre étude met également en évidence qu’une exposition de la reine au boscalid a des répercussions
sur le comportement des ouvriéres et de leur colonie. Par exemple, lors des suivis du mois de juin, les
colonies des reines exposées au boscalid ont plus de couvains ouverts que les ruches contréles. Mais
cette tendance s’inverse lors des suivis de juillet et d’aolt puisque ces mémes colonies ont
significativement moins de couvains ouverts. Ce résultat pourrait s’expliquer par une baisse du taux de
ponte ou encore une mortalité accrue des larves. En paralléle nous avons mesuré une accumulation de
pollen plus importante dans les ruches des reines exposées au boscalid. Cette accumulation de pollen
anormale avait déja été observée dans une étude exposant directement des ouvriéres au boscalid, ce
qui aurait induit un stress nutritionnel chez elles (Wang et al., 2016). Mais dans notre étude nous
exposons uniquement les reines au boscalid au début de leur vie et nous observons des modifications
comparables du comportement des ouvriéres.

3. Impacts des pesticides sur les males

La qualité du sperme produit par les males pourrait également étre altérée par les pesticides et ainsi
réduire indirectement la fécondité des reines. En effet, les reines utilisent le sperme stocké lors des
premiers accouplements pour toute leur vie. De fagon générale, les males ont un systéme de tolérance
aux stress (comme le froid, ou a l'insecticide imidaclopride) qui est différent de celui des ouvrieres et
plus sensible (McAfee et al., 2022). Les méles exposés a des pesticides pendant leur développement
ont une part plus importante de leurs spermatozoides morts (Fisher and Rangel, 2018 ; Kairo et al.,
2016 ; Straub et al., 2016) et peu mobiles (Ciereszko et al., 2017). lls ont également des éjaculats
moins concentrés en spermatozoides (Kairo et al., 2017a; Kairo et al., 2017b). Un constat similaire a
récemment été observé chez le bourdon Bombus terrestris (Minnameyer et al., 2021).

Les conséquences d’une insémination par des males exposés aux pesticides sur la qualité reproductive
des reines restent quasi inexplorées. Une étude a démontré que l'exposition topique des reines a
limidaclopride (un néonicotinoide) réduit la viabilité du sperme stocké dans les reines (Chaimanee et
al., 2016). Une seule autre étude a utilisé I'insémination artificielle pour étudier ces conséquences a trés
court terme (Kairo et al., 2016). Les auteurs montrent que des reines non exposées et inséminées avec
du sperme de méales exposés au Fipronil ont une spermathéque contenant moins de spermatozoides,
avec une viabilité plus faible comparée aux reines controles, et cela dés deux semaines aprés
linsémination. Cet effet est d'autant plus notable qu'une reine ne stocke qu’une petite partie des
spermatozoides qu’elle regoit lors des accouplements (Kraus et al., 2004). Une faible concentration en
spermatozoides dans les éjaculats devrait malgré tout aboutir @ une concentration importante de
spermatozoides dans la spermatheque. De méme, puisque les spermatozoides morts ne sont
normalement pas transférés dans la spermathéque (Collins, 2000), une faible viabilité des
spermatozoides dans les éjaculats ne devrait pas expliquer la présence de spermatozoides morts dans
la spermathéque. Les mécanismes de transfert vers la spermatheque pourraient étre perturbés lorsque
les spermatozoides sont produits par des males exposés aux pesticides.

4. Conclusion

A ce jour, 'évaluation des risques des pesticides réalisée sur les pollinisateurs avant I'autorisation de
mise sur le marché ne considére que les ouvriéres, sans étudier les effets sur les reproducteurs
(femelles et méles).
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Pourtant, de nombreuses études mettent en évidence des effets sublétaux des pesticides sur des
especes non-cibles. Nos résultats indiquent des effets non Iétaux du boscalid a des doses comparables
a celles trouvées sur le terrain et aprés une exposition sur une trés courte période. Le boscalid perturbe
les reines d’abeilles au moment de leur vol nuptial, conduisant a leur perte et pouvant diminuer leur
qualité reproductive. Nos résultats soulignent I'importance d’évaluer la toxicité des fongicides sur les
pollinisateurs en incluant les effets non Iétaux, notamment sur les individus reproducteurs.

De plus, I'exposition des reines au boscalid avant I'accouplement a des effets durables, comme le
montrent les anomalies observées au niveau de la colonie dans la production de couvain et le stockage
du pollen. Ces effets néfastes du boscalid sur la progéniture de la reine suggérent que méme si une
reine intoxiquée parvient a produire des reines de substitution, celles-ci pourraient étre de qualité
réduite, limitant ainsi la reconstitution de la colonie.

Lorsque la reine joue un role clé dans la reproduction, comme chez les abeilles melliféres et d’autres
insectes monogynes, la dégradation des fonctions liées a la reproduction pourrait étre I'un des
principaux facteurs de perte des colonies.

A I'heure ou le déclin des insectes, notamment les pollinisateurs, essentiels a notre agriculture, devient
alarmant, il est urgent d’agir et de trouver des solutions permettant de concilier une agriculture de
qualité et une protection de I'environnement et de la biodiversité. L'utilisation de produits chimiques
congus pour détruire le vivant montre ses limites avec dans de nombreux cas une non-sélectivité des
molécules utilisées conduisant & un déclin de la biodiversité dont les espéces non-cibles. De plus, la
forte contamination de I'ensemble de notre environnement par des pesticides qui se retrouvent dans
Iair, I'eau, le sol, les organismes vivants (dont espéce humaine) impact la santé de I'environnement sur
le long terme.
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Résumé

La table ronde du 6 février 2025 a 'ONIRIS de Nantes, co-organisée par les Carrefours de I'lnnovation
INRAE et ECOPHYTO recherche & innovation, a repris et étendu I'exposé des effets des produits
phytopharmaceutiques (PPP) sur la santé humaine et les écosystémes. Les PPP, congus pour cibler
ravageurs et maladies, affectent aussi des organismes non ciblés, provoquant maladies humaines
(cancers, maladies neurologiques, respiratoires) et déséquilibres écologiques. Des recherches solides,
dont une expertise de 'INSERM, établissent le degré de fiabilité des liens entre exposition aux PPP et
diverses pathologies, surtout chez les travailleurs agricoles, mais aussi chez les enfants exposés in
utero. Sur le plan environnemental, une expertise INRAE-Ifremer révéle des contaminations
généralisées impactant gravement la biodiversité (abeilles, oiseaux, invertébrés) jusqu’au sein méme du
milieu marin. Le concept de "symbiotoxicité" vient souligner les perturbations du microbiome des
organismes, accentuant leur vulnérabilité. La recherche manque encore de données sur les produits de
dégradation des PPP et leurs effets combinés (effets cocktail). Des programmes de formation comme le
Master ‘One Health’ visent & former des professionnels capables d’aborder ces enjeux de maniere
systémique. Un fonds d’indemnisation soutient depuis 2020 les victimes des PPP, y compris les enfants
exposés avant la naissance. Des consultations pédiatriques spécialisées émergent pour mieux
accompagner les familles. L’ensemble des travaux menés appelle sans équivoque a une transition
agroécologique rapide et généralisée devant conduire a des changements profonds dans les pratiques
agricoles, bien qu'a I'heure actuelle, le choix semble plut6t s'orienter vers une approche graduelle et
des actions pragmatiques que l'on peut conduire sans bouleverser les bases du choix actuel
d’agriculture.

Mots-clés : produits phytopharmaceutiques, exposition, « One Health », transition agroécologique,
enseignement, médecine, recherches, alternatives, reconception, bien commun, action publique

Abstract: Towards approaches that respect human health and ecosystems in agricultural
practices
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The February 6, 2025 roundtable at ONIRIS in Nantes, co-organized by Carrefours de I'Innovation
INRAE and ECOPHYTO recherche & innovation, took up and extended the presentation of the effects
of plant protection products (PPPs) on human health and ecosystems. PPPs, designed to target pests
and diseases, also affect non-target organisms, causing human illnesses (cancers, neurological and
respiratory diseases) and ecological imbalances. Solid research, including an INSERM report, has
established the degree of reliability of the links between exposure to PPPs and various pathologies,
especially among agricultural workers, but also among children exposed in utero. On the environmental
front, an INRAE-Ifremer study reveals widespread contamination, with a serious impact on biodiversity
(bees, birds, invertebrates) and even the marine environment. The concept of “symbiotoxicity”
underlines the disruption of organisms' microbiomes, accentuating their vulnerability. Research is still
lacking data on PPP degradation products and their combined effects (cocktail effects). Training
programs such as the ‘One Health’ Master's degree aim to train professionals capable of tackling these
issues in a systemic way. Since 2020, a compensation fund has been supporting PPP victims, including
children exposed before birth. Specialized pediatric consultations are emerging to provide better support
for families. All this work unequivocally calls for a rapid and widespread agro-ecological transition,
leading to far-reaching changes in farming practices, although at present the choice seems to be more
towards a gradual approach and pragmatic actions that can be carried out without upsetting the
foundations of the current choice of agriculture.

Keywords: phytopharmaceutical products, exposure, “One health”, agro-ecological transition,
biodiversity, teaching, medicine, research, alternatives, redesign, common good, public action

1. Contexte

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) propose une définition de la santé environnementale qui
inclut la santé humaine20, mettant en avant son caractere global ce qui est pertinent. Cependant, le fait
que ces différentes dimensions de la santé soient gérées par des disciplines variées, souleve des
questions sur la capacité de porter des travaux d'interface. Cela nous a amenés a mettre |'accent sur
chacune des facettes (humaine et écosystémes) afin de mieux aborder les besoins nécessaires pour
les travaux transversaux. Par ailleurs, la définition de la santé humaine fait encore I'objet de débats
concernant son périmetre2!, ce qui démontre que cette question de définition reste d'ordre scientifique.

La table ronde organisée dans le cadre du Carrefour de I'innovation INRAE du 6 février 2025 a 'ONIRIS
de Nantes « Produits phytopharmaceutiques, santé humaine et des écosystemes : des expositions aux
impacts. Résultats de recherche et perspectives » visait a débattre des conséquences des effets des
Produits Phytopharmaceutiques (PPP) sur la santé humaine et les écosystémes sous I'éclairage
qu'apporte 'amélioration des techniques d'investigation. Des intervenants experts en santé publique,
médecine du travail, écologie, écotoxicologie et microbiologie ont partagé leurs connaissances sur les
interactions complexes entre PPP, santé humaine et environnement pour conclure, au regard des

20 « D’apres 'OMS, la santé environnementale comprend les aspects de la santé humaine, y compris la
qualité de la vie, qui sont déterminés par les facteurs physiques, chimiques, biologiques, sociaux,
psychosociaux et esthétiques de notre environnement. Elle concerne également la politique et les
pratiques de gestion, de résorption, de contrble et de prévention des facteurs environnementaux
susceptibles d'affecter la santé des générations actuelles et futures. », https://sante.gouv.fr/sante-et-
environnement/#:~:text=D'apr%C3%A8s%20I'0MS%2C et%20esth%C3%A9tiques%20de%20notre %2
Oenvironnement

21 Lefrangois T., Angot J-L., Autran B., Bukachi S A., Claverie de Saint-Martin E., Giraudoux P.,
Lefrangois E., Lina b., Oanh K. T. H., Obura D. O., Delfraissy J-F., 2025. A new definition of human
health is needed to better implement One Health, The Lancet, ISSN 0140-6736,
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(25)01015-3
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données scientifiques probantes disponibles, que cette prise en considération conduisait a un
nécessaire changement des pratiques agricoles a courte échéance.

2. Problématique

Les PPP sont composés d’une ou plusieurs substances actives qui exercent une action sur le vivant en
ciblant les ravageurs et maladies des cultures. Par manque de spécificité, leurs mécanismes d’action
peuvent impacter aussi des organismes non ciblés. Ainsi, des études menées depuis plus de 50 ans
ont établi un lien de causalité avéré entre 'exposition a certains PPP et plusieurs pathologies animales
et humaines et/ou dysfonctionnements des écosystémes ayant conduit a des retraits de plusieurs
familles chimiques. On peut toutefois suspecter que I'on n’a pas fait le tour des voies d’'implications des
PPP via des mécanismes encore peu ou pas explorés. Ces travaux questionnent directement les
enjeux sanitaires et environnementaux liés a 'usage des PPP. Face a un bilan ou ce que I'on perd
excéde possiblement ce que I'on gagne, les travaux viennent ainsi souligner l'urgence de passer a
I'action (pour éviter I'occurrence de ces maladies et déréglements). La piste la plus souvent évoquée
consiste a déployer des pratiques agroécologiques pour en faire le socle d’une agriculture plus sobre,
plus vertueuse mais pas nécessairement moins productive. Cette ambition a bénéficié d’une impulsion
gouvernementale qui s’est traduite pour la France par l'inscription de I'agroécologie a I'article premier du
code rural depuis le vote de la loi d’avenir du 13 octobre 2014.

3. Connaissances actuelles sur les effets des PPP sur les organismes non cibles

3.1. Impacts sur la santé humaine

Des recherches menées depuis plus de 50 ans montrent sans ambiguité, notamment par croisement
des approches épidémiologiques et toxicologiques, que les impacts des PPP sur la santé humaine sont
néfastes et d’'une ampleur longtemps insoupgonnée. Les présomptions de lien entre I'exposition a ces
substances en milieu professionnel et certaines pathologies telles que les cancers, les maladies
neurologiques et les maladies respiratoires ont été confirmées ou renforcées. Une expertise collective??,
cordonnée par I'INSERM, qui a commencé en 2013 et qui a été complétée en 2021, dresse une
syntheése des connaissances actuelles. Concernant les présomptions fortes, nous pouvons citer les
lymphomes malins non hodgkiniens, le myélome multiple, le cancer de la prostate, la maladie de
Parkinson, les troubles cognitifs, la bronchopneumopathie chronique obstructive et la bronchite
chronique. Ces liens ont été mis en évidence essentiellement chez les professionnels agricoles. Mais
une autre population est aussi vulnérable : ce sont les enfants lorsqu’ils sont exposés, in utero ou apres
leur naissance?3, Des études conduisent a une présomption forte de lien entre ces expositions et le
développement, chez ces enfants, de leucémies et de tumeurs du systéme nerveux central. Des liens
avec le développement de troubles du comportement et de malformations congénitales sont également
constatés. Certaines de ces maladies?4 donnent actuellement lieu & des indemnisations des victimes,
adultes comme enfants. L'ampleur des éléments réunis ainsi que I'alignement de conclusions allant
dans le méme sens plaident pour des changements qui ne peuvent plus étre a la marge mais
nécessitent une refonte profonde des modéles de production des denrées agricoles.

22 hitps://lwww.inserm.fr/expertise-collective/pesticides-et-sante-nouvelles-donnees-2021/

23 Zeina Halbouty, Pierre Tourneux, Elodie Haraux, Karen Chardon, Impact de I'exposition prénatale et
postnatale aux pesticides sur les nouveau-nés et nourrissons, Perfectionnement en Pédiatrie, 2025,
ISSN 2588-932X, https://doi.org/10.1016/j.perped.2025.04.003.

24 Rapport d’activité du fonds d’indemnisation des victimes p.25 https://fonds-indemnisation-
pesticides.friwp-content/uploads/2024/08/Rapport-activite-2023.pdf
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3.2. Impacts sur la biodiversité et les écosystémes

Comme pour la santé humaine, une expertise collective?> a été coordonnée par INRAE et I'lfremer, sur
les effets des PPP sur la biodiversité et les services écosystémiques. Les résultats ont été
communiqués en 2022. L'analyse du contenu de prés de 4 500 références scientifiques dresse un bilan
consensuel sur 'omniprésence de la contamination par les PPP de tous les compartiments de
I'environnement (dont le milieu marin) avec des impacts sur la biodiversité a plusieurs niveaux. La trés
grande majorité des études ont été menées dans les territoires agricoles et délivrent des conclusions
incontestables. Dans ces territoires, les principaux organismes affectés par la contamination sont les
invertébrés terrestres ou aquatiques, incluant les insectes et notamment les abeilles et les oiseaux.
L’impact avéré sur ces populations résulte d’'une combinaison d’effets directs d’exposition et d’effets
indirects, tels que la diminution ou la dégradation des ressources dont la biodiversité a besoin. Cette
analyse souligne par exemple la place des PPP comme une cause majeure du déclin de la biodiversité
des oiseaux a I'échelle européenne. Les PPP permettent la simplification des rotations qui elle-méme
conduit a restreindre la biodiversité accueillie. Des fonctionnalités de régulations ou de pollinisation
peuvent en étre affectées.

3.3. Concept de symbiotoxicité

Au-dela de leurs effets directs sur des organismes non ciblés — tels que des atteintes a la reproduction
(reprotoxicité), au systéme nerveux (neurotoxicité) ou au systéme immunitaire (immunotoxicité) — les
PPP peuvent aussi agir de maniere indirecte en perturbant le microbiome des étres vivants. Ce
microbiome, composé d’'une multitude de micro-organismes (bactéries, archées, virus, champignons,
protozoaires, etc.) présents a la surface ou a I'intérieur des organismes, joue un role essentiel dans leur
santé. Il contribue notamment a leur immunité et a la production de molécules vitales que I'héte ne peut
synthétiser seul. Or, certaines composantes du microbiome sont sensibles aux PPP : leur exposition
peut altérer sa composition et son fonctionnement, compromettant ainsi la physiologie et la santé des
organismes hotes (par exemple, leur capacité a se nourrir ou @ maintenir une réponse immunitaire
efficace). En outre, la dégradation de ces substances par des bactéries du microbiome peut générer
des métabolites toxiques, parfois plus dangereux encore que la molécule initiale. C’est dans ce
contexte que les recherches menées dans le cadre de la Chaire bleue? « Contaminants, mer et santé »
de I'lfremer ont introduit le concept de « symbiotoxicité »27, pour désigner cette toxicité indirecte,
médiée par la perturbation du microbiome. Par exemple, I'lfremer étudie depuis plusieurs années
limpact de virus infectant les huitres28. Une étude en cours s'intéresse aux modifications du microbiome
chez des huitres juvéniles infectées par le virus OsHV1 (Ostreid Herpes Virus 1), avec ou sans
exposition préalable a des PPP, afin de déterminer si une altération du microbiome peut aggraver
l'infection virale avec des incidences sur I'immunité de I'héte.

% https://www.inrae.fr/actualites/impacts-produits-phytopharmaceutiques-biodiversite-services-
ecosystemiques-resultats-lexpertise-scientifique-collective-inrae-ifremer

26 Dispositif de recherche qui s'inscrit dans le cadre du plan d'investissement scientifique exceptionnel
de 'lFREMER. Il a pour objectif d’accélérer et amplifier la mise en ceuvre de son plan stratégique a
I'horizon 2030 et de contribuer aux objectifs de la décennie des Nations Unies pour les sciences
océaniques au service du développement durable.

27 Anthony Bertucci, Symbiotoxicity: The Ability of Environmental Stressors to Damage Healthy
Microbiome Structure and Interactions with the Host. Environmental Toxicology and Chemistry 42, 979-
981. https://doi.org/10.1002/etc.5592

28 Sauvage, C., Pépin, J.F., Lapegue, S., Boudry, P., Renault, T., 2009. Ostreid herpes virus 1 infection
in families of the Pacific oyster, Crassostrea gigas, during a summer mortality outbreak: Differences in
viral DNA detection and quantification using real-time PCR. Virus Research 142, 181-187.
https://doi.org/10.1016/j.virusres.2009.02.013
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3.4. Besoin de connaissances scientifiques subsistant face a la diversité des
contaminants, incluant les produits de transformation des PPP

Les recherches ont considérablement progressé sur ces thématiques, mais des zones d’ombre
subsistent, notamment en ce qui concerne les produits de transformation des PPP. La plupart des
études se concentrent encore sur les molécules meres, alors que celles-ci peuvent se dégrader en
plusieurs dizaines, voire centaines, de composés. Ces produits de dégradation sont pourtant peu
étudiés, en grande partie parce qu'ils ne sont généralement pas disponibles dans le commerce, ce qui
complique leur analyse écotoxicologique. Par ailleurs, une problématique majeure reste celle des effets
dits « cocktails », liés aux interactions entre plusieurs PPP, leurs produits de transformation, ou encore
d’autres polluants co-présents dans I'environnement. La caractérisation de ces mélanges, tout comme
I'évaluation de leurs effets, souléve encore de nombreux défis conceptuels et méthodologiques. Il est
actuellement hors d'atteinte d'envisager l'étude de lensemble des combinaisons possibles. La
modélisation apparait donc comme une piste prometteuse pour surmonter cet obstacle et mieux
intégrer la complexité des milieux naturels. Cela implique également de recourir a des approches plus
globales et systémiques.

Malgré ces limites, I'accumulation de données scientifiques peut désormais étre jugée suffisante pour
justifier un passage rapide de la connaissance a 'action.

4. Education, sensibilisation et accompagnement professionnel

Certains programmes de formation, comme les Masters fondés sur I'approche « One Health » (Une
seule santé), visent & doter les professionnels d'une compréhension globale des principaux défis
sanitaires émergents et des différents acteurs qui influencent la santé aux niveaux humain, animal et
environnemental. Ces formations permettent de développer des compétences transversales en gestion
et communication, couplées a des connaissances en identification et analyse des risques. Elles offrent
ainsi une meilleure compréhension des interactions complexes entre les risques sanitaires et les
populations concernées (animaux, humains, végétaux), tout en analysant leurs conséquences sur
Ienvironnement. L’enjeu pour ces programmes est de décloisonner les disciplines : sciences
vétérinaires, agronomie, médecine, écologie... C'est le cas du Master One Health-Emerge?® qui « forme
des managers capables de faire face a la complexité des enjeux liés aux productions et a la
transformation des denrées alimentaires et aux défis sanitaires émergents » (e.g. exposition aux PPP).
Le fait de chercher a positionner ces contributions sous une méme banniére « une seule santé » peut
étre vu comme un moyen de développer une vision systémique et partagée de ce que recouvre le
concept de santé globale.

5. Reconnaissance des maladies professionnelles et indemnisation des victimes

Malgré I'utilisation d’équipements de protection individuelle (EPI), les travailleurs agricoles exposés aux
PPP restent confrontés a un risque récurent de contamination. Toutefois, dans le cadre du suivi en
santé au travail, il demeure difficile d'évaluer précisément si le niveau d’exposition présente un danger
pour la santé, notamment en raison de I'absence de valeurs seuils ou d'indicateurs biologiques
d’exposition et de marqueurs d’effet.

Créé en 2020, le fonds d’indemnisation des victimes de pesticides® vise a soutenir les personnes
affectées par I'usage de ces substances. Géré par la Mutualité sociale agricole (MSA), il prend en
charge les soins médicaux, attribue des rentes et statue sur les recours. Ce fonds est alimenté par une
part de la redevance pour pollution diffuse, prélevée sur les ventes de pesticides, a laquelle s'ajoute un
pourcentage du chiffre d'affaires des entreprises phytosanitaires.

29 https://www.oniris-nantes.fr/formations/les-masters/master-one-health-emerge
30 https://fonds-indemnisation-pesticides.fr/le-fonds-dindemnisation/
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En 2024, environ 1 000 dossiers sont attendus en France (métropole et les outre-mer), provenant de
personnes relevant de divers régimes de sécurité sociale. Pour qu’'un dossier soit recevable, la
pathologie doit étre reconnue comme maladie professionnelle, sur la base de la présomption d'origine,
dés lors que les critéres inscrits dans les tableaux de maladies professionnelles3! sont réunis. Ces
tableaux sont élaborés par consensus au sein de la Commission supérieure des maladies
professionnelles (COSMAP).

Le fonds prévoit également une indemnisation pour les enfants exposés in utero via un des parents.
Une « commission des enfants » a ainsi été mise en place pour traiter ces situations.

Depuis octobre 2023, une consultation spécialisée « Pesticides et pathologies pédiatriques » est
proposée au CHU Amiens-Picardie. Elle a pour but de fournir un avis d’expert sur les liens possibles
entre I'exposition professionnelle parentale aux pesticides — durant la grossesse ou avant la
conception — et certaines pathologies chez I'enfant : leucémies, tumeurs cérébrales, hypospadias ou
fentes labio-palatines. Ce service accompagne les familles dans leurs démarches auprés du fonds. Un
questionnaire rétrospectif®2 permet de retracer les activités professionnelles des parents pour identifier
d’éventuelles expositions. Ce type d'initiative mériterait d'étre généralisé a I'échelle nationale.

Par ailleurs, des projections ont été conduites qui anticipent le nombre de dossiers que le fonds pourrait
avoir a gérer, toutes les victimes ne s'étant pas encore manifestées.

6. Recommandations

6.1. Renforcer la prévention et I'implication de tous les maillons de la chaine de valeur

Il est impératif de reconnaitre que le recours aux indemnités ne constitue pas une réponse durable aux
enjeux posés par l'usage des PPP. Ces mesures ne traitent qu'une partie des conséquences déja
avérées, sans jamais s'attaquer aux causes profondes. Pour protéger efficacement I'environnement et
la santé humaine, il est impératif de renforcer les actions de prévention et daméliorer
I'accompagnement des acteurs concernés — au-dela des dispositifs actuels tels que le Certiphyto33.

La prévention passe notamment par le développement, la diffusion et I'adoption de pratiques agricoles
alternatives aux PPP. Pour cela, un soutien ciblé pourrait prendre une ou plusieurs des trois formes
souvent mentionnées : d'incitations financiéres (subventions, crédits d'imp6t), de dispositifs assurantiels
permettant de partager les risques, ainsi que d’'un accompagnement technique adapté aux réalités de
terrain. A titre d’exemple, un crédit d'imp6t a été prévu pour accompagner la réduction de I'usage du
glyphosate, bien que ce dispositif n’ait pas explicitement intégré les enjeux de santé publique.

Cependant, le changement ne peut reposer uniquement sur les agriculteurs. Il faudra impliquer
lensemble des maillons de la chaine de valeur — semenciers, coopératives, distributeurs,
transformateurs, négociants et consommateurs — en favorisant la collaboration intersectorielle et en
valorisant ces efforts par des mécanismes de labellisation. Réduire la pression économique sur les
producteurs est une condition sine qua non pour permettre la transition vers des systémes plus
durables. Aujourd’hui, les logiques de marché les contraignent encore trop souvent a maintenir des
pratiques agricoles peu vertueuses.

En réalité, si l'on intégrait 'ensemble des externalités — positives comme négatives — liées a
lutilisation des PPP, les systémes conventionnels apparaitraient bien plus codteux que les alternatives
plus durables. Des politiques publiques ambitieuses sont donc nécessaires pour faire émerger un
modéle agricole capable d’intégrer ces colts cachés. Cela suppose la mise en place de régulations

31 hitps://www.inrs.fr/publications/bdd/mp.html
32 https://www.chu-amiens.fr/iwp-content/uploads/2024/02/Questionnaire-PESTIPEDIA-v2-23 02 2024.
33 https://lwww.franceagrimer.fr/Appui-aux-filieres/Certiphyto/Presentation-du-Certiphyto
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adaptées, de mécanismes incitatifs et de dispositifs d'assurance, mais aussi une trajectoire politique
claire en faveur de la transparence et de la durabilité.

Enfin, il convient de soutenir les travaux d’évaluation sur les retombées économiques des systemes
agricoles reposant davantage sur la prévention et les alternatives aux PPP. Ces systémes peuvent
générer des bénéfices multiples : réduction des colts de dépollution et de santé publique, amélioration
de la qualité de vie dans un environnement plus sain, et engagement responsable en faveur des
générations futures. Il faudra toutefois rester attentif aux éventuels effets induits sur la santé par ces
modéles agricoles alternatifs, afin de garantir qu'ils soient réellement plus vertueux sur tous les plans.

6.2. Soutien a la recherche et a I'innovation

Le renforcement de la prévention vis-a-vis des personnes peut passer par 'amélioration technologique
dans le développement d'une part de matériels et d'équipements de protection plus efficaces pour les
agriculteurs, et d’autre part de I'agriculture de précision pour un recours le plus raisonné possible de
'usage des PPP. Ceci conduit a rester dans le modéle actuel, avec des approches d’amélioration de
I'efficience. Toutefois la réduction de I'exposition peut aussi se faire par réduction de 'usage des PPP
rendue possible par la mobilisation de la prophylaxie comme base de la protection des cultures. A
linstar du Programme Prioritaire de Recherche (PPR) « Protéger et cultiver autrement »34 coordonné
scientifiquement par INRAE, il faut continuer a investir dans les efforts de recherche sur la prophylaxie
et la recherche des alternatives durables et des méthodes agricoles respectueuses de 'Homme et de
I'environnement (agroécologie, agriculture biologique, agriculture régénératrice, ...) et mobilisant les
services écosystémiques, tout en prenant mieux en compte le changement climatique et la raréfaction
des ressources, telles que I'eau. Ainsi, les chercheurs et praticiens seront plus fréquemment capables
de proposer, d’'une part, des solutions pour limiter la contamination et les risques associés a I'utilisation
des PPP et de développer, d’'autre part, des protocoles concrets, applicables, opérationnels pour
pouvoir améliorer I'évaluation de ces risques. Cela pourrait notamment permettre de contribuer a
I'amélioration des processus réglementaires qui régissent l'autorisation de mise sur le marché et le
cadre d'utilisation des PPP. Il est également important que ces processus puissent étre actualisés en
fonction des avancées scientifiques et des retours d’expérience du terrain. Un levier peut étre
d’encourager des collaborations entre institutions de recherche et entreprises privées pour co-concevoir
et tester plus systématiquement des solutions innovantes en milieu agricole.

6.3. Faire évoluer les programmes d’enseignement spécialisé et général vers « les
produits phytopharmaceutiques, c’est pas automatique »

Pour préparer 'agriculture de demain, 'enseignement (secondaire, université, formation continue) doit
systématiser les connaissances sur les externalités des PPP et des solutions durables proposées par
les premiers principes de la protection intégrée des cultures. Cette refonte éducative est indispensable
pour diffuser les moyens de réduire l'usage des intrants et généraliser des pratiques durables. En
favorisant une approche interdisciplinaire (sciences environnementales, biologie, sciences humaines et
sociales, sciences politiques...), les institutions éducatives jouent un réle clé dans la transition vers des
pratiques agricoles plus durables. Cette approche favorise une compréhension holistique des enjeux et
encourage les futurs professionnels a penser de maniere critique et systémique. Cela contribuera non
seulement a la santé et au bien-étre des futures générations mais aussi a la préservation, voire la
restauration de notre environnement. En effet, les jeunes, en tant que futurs consommateurs et
potentiels professionnels de I'agriculture, doivent étre sensibilisés dés leur plus jeune age a l'agriculture
durable qui trouverait toute sa place comme composante essentielle des programmes scolaires. Il faut
toutefois souligner qu'aujourd’hui, le rapport a I'agroécologie chez les éléves est diversement pergu3?.

34 hitps://lwww.cultiver-proteger-autrement.fr/le-programme/presentation
35 Les éléves des lycées agricoles sont-ils hostiles a I'agroécologie ?
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6.4. Sensibiliser et communiquer

Mobiliser le public autour des enjeux des produits phytopharmaceutiques et de leurs risques est
essentiel pour créer une conscience collective et favoriser des changements positifs. Le
décloisonnement des savoirs entre différents acteurs est une clé pour co-construire des solutions
durables et adaptées aux défis actuels. Par exemple, établir des réseaux de partage des
connaissances qui relient les différentes parties prenantes autour des questions liées aux PPP et a
I'agriculture durable permettrait d’engager les acteurs, de faciliter 'échange d'informations, de bonnes
pratiques et d’innovations, faciliter la compréhension mutuelle des enjeux et solutions possibles. Pour
faire le lien avec les programmes d’enseignement, des apprenants pourraient étre impliqués dans des
projets de sensibilisation auprés des communautés locales sur les risques associés aux PPP et les
bénéfices des alternatives durables.

Le processus de changement s'inscrit actuellement dans un continuum pragmatique et graduel de
réduction de I'usage des PPP, plutot qu'un arrét total et immédiat. Les réflexions et recommandations
ci-dessus s'insérent dans ce cadre. Cependant, la mise en lumiére des limites du systéme actuel et des
enjeux profonds de santé peut susciter la nécessité d’envisager une véritable rupture de ce systéme.
Cette voie de sortie doit étre explorée par la recherche scientifique, en paralléle des recherches sur la
réduction des usages.

7. Conclusion

Face a ces enjeux de santé publique et environnementale, la transition vers une agriculture durable est
indispensable pour assurer un avenir sain pour tous. La question de la souveraineté alimentaire est une
question essentielle pour notre pays ; il semble utile de mettre tout en ceuvre pour ne pas étre contraint
par d’autres pays moins disant de freiner I'évolution positive portée par Ecophyto. Collectivement, il est
essentiel de partager les connaissances, d’agir avec responsabilité et de promouvoir des pratiques qui
protegent la santé humaine et I'environnement. Nombreuses existent et d’autres restent a inventer. Les
responsabilités engagent bien plus largement que les agriculteurs et cela renvoie aux droits et devoirs
respectifs de différents acteurs des filieres, des territoires et des politiques publiques. La problématique
du positionnement du curseur entre une approche graduelle et des transformations radicales reste, a
I'heure actuelle, non résolue. Ainsi, en croisant pragmatisme et urgence, nous pouvons arriver aux
suggestions suivantes, bien qu'il soit souhaitable d'envisager des transformations plus profondes :

faire vivre les espaces de dialogue entre chercheurs, agriculteurs, filiéres, décideurs publics et
consommateurs pour batir un modele agricole plus en phase avec les défis contemporains,
pour partager les connaissances sur les impacts des produits phytosanitaires sur la santé
humaine et 'environnement mais aussi les innovations en matiere de protection des cultures
(prophylaxie, résistance génétique, agroéquipements, biocontrdle). Il est également
indispensable de partager les connaissances sur les colts cachés, induits par l'utilisation des
produits phytopharmaceutiques (colts de dépollution, soins de santé) susceptibles d’étre
économisés du fait de la mobilisation de pratiques vertueuses et efficaces ;

d’étre en mesure de mieux remonter les besoins d’innovation et que les moyens d'aides
existants soient parfois fléchés sur les actions les plus directement porteuses d’améliorations.
Derriere amélioration on peut ranger a part égale, la capacité pour I'agriculteur a mener a bien
sa production et que le bilan pour cela soit significativement plus durable ;

d’intégrer les externalités positives comme négatives dans nos évaluations, formations,
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