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2. ABREVIATIONS

ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du
travail

BBP (BBzP) : n-butyl benzyl phtalate

BPA : bisphénol A

BPS : bisphénol S

BPF : bisphénol F

CO(S)V : composé organique (semi) volatil

DEHP : DiEthylHexyl Phthalate

DEP : Diethyl phtalate

DiBP : Diisobutyl phthalate

DiDP : Diisodecyl phthalate

DiNP : Diisononyl phthalate

DMP : diméthyl phtalate

DnBP (DBP) : dibutyle phtalate

DnOP : Di-n-octyl phthalate

ECHA : European chemicals agency

EFSA : European food security agency

GCMSMS : Gas chromatography — Mass spectrometry
IDF : Ile de France

HAP : Hydrocarbures aromatiques polycycliques
INSERM : Institut national de la santé et de la recherche médicale
LCMSMS : Liquid chromatography — Mass spectrometry
LD : Limite de détection

LMR : Limite maximale de résidus

LQ : Limite de quantification

MCPP : Mono-3-carboxypropyl phtalate

MINP : Mono-isononyl-phtalate

MNOP : Mono-n-octyl-phtalate

OMS : Organisation mondiale de la santé

OVS : OSHA Versatile Sampler

PE : perturbateur endocrinien

PFOA : Perfluorooctanoic acid

PFOS : Perfluorooctanesulfonic acid

POP : Polluants Organique Persistants.

PPP : Produits Phytopharmaceutiques

RES : Réseau Environnement Santé

SNPE : Stratégie Nationale sur les Perturbateurs Endocriniens
SVHS : substance of very high concern

VTR : Valeur toxicologique de référence



3. INTRODUCTION

L'intérét porté a la problématique de I'exposition aux polluants environnementaux, et plus
précisément aux perturbateurs endocriniens prend de plus en plus d’ampleur dans la sphére
scientifique depuis la fin du XXéme siécle. Si I’accent est aujourd’hui mis sur les perturbateurs
endocriniens (PE) c’est parce qu’ils sont retrouvés partout dans notre environnement
guotidien, qu’ils agiraient a faibles doses, que sont décrites des fenétres de vulnérabilités
d’exposition (fenétres in utero, enfance, adolescence) et qu’ils sont contributeurs de
problémes de santé divers (diabete, impact sur la fertilité, neurocomportements...)(« WHO |
State of the science of endocrine disrupting chemicals - 2012 » )

La mesure d’exposition a des facteurs environnementaux pour estimer le risque est un défi
scientifique. Des approches top down, basée sur la biométrologie et bottom up (Rappaport
2011), basée sur la mesure d’échantillons environnementaux tentent conjointement
d’apporter des éléments de compréhension au concept d’Exposome. Introduit en 2005,
I'Exposome se définit comme « I'ensemble des expositions a des facteurs non génétiques
favorisant I'apparition de maladies chroniques, auxquelles un individu est soumis, de sa
conception in utero a sa mort ». L’objectif est donc de décrire I'Exposome et ainsi de corréler
les expositions internes et externes avec le risque de maladie.

La prévention par la réduction des expositions est aussi possible mais nécessite un effort de
sensibilisation et une communication adaptée aupres des citoyens, c’est entre autres I'une

des missions de la Stratégie Nationale sur les perturbateurs endocriniens 2 (SNPE2).

Dans ce contexte, le Réseau Environnement Santé et la Région lle de France ont décidé de
s’associer pour monter un projet commun visant a améliorer les connaissances sur les
expositions aux perturbateurs endocriniens mais également dans le but d’accroitre la
sensibilisation de ce public, dans une stratégie globale de prévention des risques.

L’étude réalisée au cours de ce stage s’inscrit dans ce projet. Elle porte sur l'intérét de
I"utilisation du bracelet en silicone, pour évaluer les expositions de lycéens aux PE et d’en
analyser les déterminants. L'enjeu de ce mémoire est d’envisager une nouvelle facon
d’évaluer I'exposition a travers l'utilisation d’un échantillonneur passif simple, non invasif et

peu onéreux.



4. CONTEXTE ET ETAT DES CONNAISSANCES

> 4.1 PERTURBATEURS ENDOCRINIENS

4.1.1 Définition d’un perturbateur endocrinien

Le terme de « perturbateurs endocriniens » fait son apparition au début des années 90, lors
de la conférence de Wingspread aux Etats-Unis. Trente ans plus tard, ils sont considérés
comme une des grandes problématiques du XXléme siécle. L'OMS/ IPCS (2002) les définit de
la facon suivante : « Un perturbateur endocrinien est une substance ou un mélange de
substances, qui altére les fonctions du systéme endocrinien et de ce fait induit des effets
néfastes dans un organisme intact, chez sa progéniture ou au sein de (sous)- populations ».
Cette définition fait actuellement consensus au niveau international. Cependant, dans la
réglementation, la notion de PE suspecté, présumé ou avéré n’est pas, a ce jour, statuée au
niveau européen. Pour étre caractérisée PE, une substance doit répondre a 3 critéres, définies
par les instances européennes : 1) présenter un effet néfaste sur la santé, 2) avoir un mode
d'action qui altere le fonctionnement hormonal 3) démontrer un lien de causalité direct entre
I'effet néfaste et le mode d'action. Des molécules trés différentes peuvent présenter des
effets perturbateurs endocriniens. Les familles les plus décrites sont les bisphénols, les
phtalates, les parabenes, les perfluorés et de nombreux pesticides. Cette liste tend a
s’allonger puisqu’en avril 2021, I’ANSES a élaboré, dans le cadre de la SNPE2, une liste de
substances chimiques d’intérét en raison de leur activité endocrine potentielle.( Anses. 2021
Avis de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'’environnement et du

travail )

4.1.2 Des mécanismes d’action spécifiques
La perturbation du systeme endocrinien (La Merrill et al. 2020) se caractérise par une

dérégulation du systéme hormonal. Cette dérégulation peut étre due a un effet mimétique ou
agoniste, la substance imite I'action d’'une hormone et se fixe sur leurs récepteurs spécifiques.
La fixation sur le récepteur nucléaire entraine une cascade de transduction et une
hyperstimulation de cette voie. Un effet antagoniste est aussi décrit, la substance se fixe sur
les récepteurs nucléaires hormonaux et bloque la fixation d’hormones empéchant la
transmission normale du signal. D’autres mécanismes pourraient intervenir dans cette
dérégulation du systeme hormonal en perturbant la production, la métabolisation, la

maturation, la dégradation et le transport de certaines hormones. Enfin, des mécanismes



d’épigénétiques sont également décrits. lls font référence aux modifications héréditaires de
I'expression des génes en l'absence d'altération de la séquence d'ADN. Les effets
épigénétiques sont médiés par des facteurs de transcription qui répriment ou augmentent la

transcription de génes spécifiques.

4.1.3 Des voies d’exposition multiples
Les PE sont retrouvés dans presque tous les milieux. Les sources d’exposition sont donc

multiples et variées. L'exposition a ces substances peut notamment s’effectuer par I'ingestion
de résidus hormonaux dans I'eau, par I'ingestion de certains aliments contaminés dans les
procédés de fabrication (ex. pesticides) ou par leurs emballages (ex. plastifiants). L'exposition
aux perturbateurs endocriniens se fait notamment au sein méme du domicile et du lieu de
travail par inhalation de I'air pollué par les multiples sources d’émissions de PE qui sont
retrouvées dans les foyers, mais également par I'ingestion de poussieres, sources importantes
d’exposition notamment chez les enfants (Meeker 2012). Bien que, souvent sous-estimée,
I'absorption cutanée de ces substances serait également importante et doit étre aussi
considérée a sa juste valeur (Liu et Martin 2017). Esteban, une étude de biosurveillance a
I’échelle nationale révele ainsi que certaines substances (Bisphénols, Perfluorés, Phtalates)
soupconnées d’étre perturbatrices endocriniennes sont retrouvées dans presque tous les

échantillons biologiques analysés (Fillol et al. 2021).

4.1.4 Propriétés particulieres des PE
Action a trés faibles doses et Relations doses-réponses non monotones: Les PE

présenteraient une efficacité et une affinité importante vis-a-vis de différents isoformes de
récepteurs hormonaux, c’est-a-dire que I'activité maximale pourrait étre atteinte en peu de
temps et sans I'occupation de 'ensemble des récepteurs : ainsi une trés faible dose pourrait
suffire a déclencher une réponse hormonale (Borgert, Baker, et Matthews 2013).
Contrairement a d’autres substances, il a été mis en évidence que certains perturbateurs
endocriniens pouvaient présenter des doses-réponses non-monotones (Vandenberg et al.
2012). Autrement dit les PE peuvent avoir des effets plus importants a faibles doses qu’a doses
moyennes. Bien que I'explication de cet effet ne soit pas encore élucidée, il est primordial de

le considérer lors d’évaluation du risque.



Fenétre d’exposition: L'impact des PE peut étre plus ou moins délétere en fonction de la
période d’exposition. En effet, une exposition au cours de la vie foetale ou chez le nouveau-né
pourrait avoir comme effet de modifier la programmation cellulaire et tissulaire, entrainant
des effets déléteres permanents dans certains organes. La période in utero, 'enfance et
I'adolescence sont considérées comme « périodes de vulnérabilité » car il s’agit de périodes

de développement cruciales sous le contréle hormonal.

Bien que non spécifiques aux perturbateurs endocriniens, des effets cocktails (effets
synergiques entrainés par |’exposition simultanée a plusieurs substances), des effets
transgénérationnels (transmission aux générations suivantes d’'une modification
épigénétique), et des effets retardés (latence entre exposition et apparition de I'effet néfaste)

sont aussi largement suspectés pour les PE.

4.1.5 Contribution potentielle dans les maladies actuelles
L'incidence de certaines pathologies chroniques augmente depuis quelques temps, des

phénomeénes sociétaux expliquent cela en partie. Par exemple, les troubles métaboliques sont
tres liés a I'alimentation et la sédentarité. Cependant tout ne peut étre expliqué avec la
génétique et les comportements humains. C'est pour cela que I'implication des PE dans
I'instauration de ces pathologies fait I'objet de nombreux travaux de recherche. Le lien entre
exposition aux PE et apparitions de pathologies tend a étre démontré. On peut justement citer
leurs implications dans certains troubles métaboliques, comme le diabéte (Song et al. 2016) ;
les troubles de la reproduction (Maffini et al. 2006) avec une augmentation des recours a l'aide
médicale a la procréation ; de troubles neurologiques et [|'altération du neuro-
développement (Kajta et Wéjtowicz 2013), mais également des cancers hormono-dépendants
comme les cancers du sein, de la prostate et de I'utérus (Shafei et al. 2018). De nombreuses
autres hypothéses ont été posées, établissant un lien entre exposition a des substances
perturbatrices endocriniennes et effets sur la santé mais sont controversées et nécessitent

encore d’étre explorées.



> 4.2 EXPOLOGIE

4.2.1 Biométrologie et échantillonneurs passifs
La biométrologie, un outil essentiel a I’évaluation de risque.

En toxicologie, I'Evaluation de risques, consiste a estimer le danger d’'une substance associée
a la connaissance de I'exposition potentielle d’un organisme a cette substance. Le risque peut
étre défini par I'équation suivante :  Risque = Danger X Exposition.

L’évaluation de risque est en perpétuelle quéte d’amélioration car il existe, encore
aujourd’hui, beaucoup d’incertitudes quant a notre capacité a réaliser une évaluation fiable
et représentative de la vie réelle. Le danger est, le plus souvent, décrit grace a
I’expérimentation animale ou in vitro. On peut alors définir le lien entre une substance et un
ou plusieurs effets a des concentrations définies. La détermination du danger peut se révéler
cependant parfois beaucoup moins évidente, lorsqu’il s’agit, notamment, de substances
possédant des propriétés de perturbations endocriniennes. La problématique, dont il est ici
guestion, porte davantage sur I'Exposition.

Le « human biomonitoring (HBM) » traduit en francgais par la biosurveillance humaine ou
biométrologie, évalue les concentrations internes de polluants ou de leurs métabolites dans
des échantillons biologiques comme les urines, le sang, le sperme, la sueur, le cheveu, le
liguide amniotique ou le lait maternel. Le fait d’évaluer directement les concentrations

internes permet ainsi d’avoir une mesure directe de I'exposition.

Le développement des échantillonneurs passifs

En science de I’environnement s’est développée la métrologie environnementale. Elle permet,
par exemple, de s’intéresser aux mesures de polluants dans I'’eau ou dans I'atmosphére. Ces
mesures de lI'environnement sont finalement représentatives des milieux dans lesquels
I'homme évolue et ce a quoi il est exposé par voie d’ingestion, d’inhalation et d’absorption
cutanée (Louro et al. 2019). Depuis moins de trente ans une nouvelle technique émerge :
I’échantillonnage passif. Cette technique d'échantillonnage aboutit a une mesure intégrée des
substances polluantes dans le temps. De I’environnement, son application est passée a celle
de I’'homme et le développement de ces techniques laisse entrevoir peu a peu les applications
et implications qu’elles pourraient avoir.

Le principe sous-jacent de I'échantillonnage passif tient aux flux de molécules contaminantes

du milieu d'échantillonnage vers un milieu de collecte, I'échantillonneur passif. Par



conséquent, les contaminants se concentrent dans le milieu de collecte au cours du temps
jusqu'a atteindre I'équilibre avec le milieu environnant. L'utilisation de I'échantillonnage passif
permet d'obtenir des concentrations de contaminants moyennées dans le temps pendant la
période de déploiement de I'échantillonneur (Gérecki et Namiesnik 2002).
Dans un contexte émergeant de « santé environnementale », cette technique apporte un
nouvel angle de surveillance des expositions, établit une mesure d’exposition et enfin tente
de corréler exposition environnementale et apparition de certaines pathologies.
L’échantillonnage passif présente des intéréts différents de la biométrologie en apportant de
nouvelles connaissances et en prenant compte de nouveaux paramétres notamment :
- Un échantillonnage continu a l'inverse d’un échantillonnage ponctuel, qui apporte
ainsi une meilleure représentativité de la pollution recherchée.
- Une forte pré-concentration des analytes permettant un abaissement des limites de
guantification,
- Lastabilité des analytes lorsqu’ils sont fixés sur la matrice du milieu de collecte.
- La prise en considération de I'exposition a un mélange de substance plutét qu’une
substance seule.
En fonction de la matrice et de la méthode d’échantillonnage passif utilisée on peut également
obtenir des précisions sur les voies d’expositions (inhalation, ingestion, cutanée) et donc les
sources de contamination. Enfin, on peut aussi émettre I'hypothése que les échantillonneurs
passifs mettent en évidence I'exposition a des substances meres dont les métabolites ne
seraient pas retrouvés dans des fluides faciles d’acces (Louro et al. 2019).
La surveillance des expositions environnementales tend a prendre de I'ampleur. Or, les
« prélevements traditionnels » (sanguins, urinaires...) nécessitent des moyens budgétaires
conséquents, des techniques utilisées parfois invasives, contraignantes et nécessitant du
personnel qualifié. De ce fait, la question d’utiliser I"’échantillonnage passif afin de surveiller
et controler ces expositions est posée (B. Doherty et al. 2021). Il existe une demande
croissante de technologies permettant de saisir la variabilité spatiale, temporelle et chimique
des expositions chez les individus. Pour se faire, il est donc nécessaire de développer des
outils adaptés a ce défi d’'ampleur. Ces outils doivent notamment présenter des avantages
d’un point de vue budgétaire, de faisabilité et d’acceptabilité de la part des participants. Le
développement des bracelets en silicone, comme échantillonneurs passifs, pourrait

potentiellement apporter des éléments d’intéréts a cette problématique.



4.2.2 Le bracelet en silicone, un nouvel outil pour évaluer I'exposition aux substances
perturbatrices endocriniennes ?

Premiere description dans la littérature
L'utilisation du bracelet en silicone a été premierement décrite par O’Connel (O’Connell, Kincl,

et Anderson 2014). Cette publication relate la possibilité d’utiliser des bracelets en silicone
comme dispositif d’échantillonnage passif et personnel. lls permettraient de rendre compte
de I'exposition de personnes a différentes substances pendant une période donnée. Dans
cette publication, plusieurs familles de substances sont testées : Hydrocarbures aromatiques
polycyclique (HAPs), produits de consommation (nicotine, caféine, tonalide..), pesticides,
phtalates et certains composés industriels. Cette premiére description mene a la conclusion
gue le bracelet en silicone serait un outil précieux pour améliorer les connaissances de

I’exposition humaine.

Matrice en silicone :
Le bracelet en silicone est un simple bracelet de taille variable. L'intérét de ce bracelet réside

dans la matrice en silicone. En effet, les silicones sont des polyméres inorganiques (Figure 1),

c'est-a-dire qu'il n'y a pas d'atomes de carbone dans leur chaine principale. lls sont composés

d'atome de silicium et d'oxygene alternés. Chaque atome de silicium a deux groupes qui lui

sont attachés, et qui peuvent &tre des groupes CI7H3 ?H3 ?H3

organiques. Un des polymeres les plus connus HsC—?i—O—[—?i—O%n—Sli—CH3
, CH, CH

et les plus utilisés est le polydiméthyle CH 3

siloxane (PDMS). Figure 1 : polymeére de Cyclosiloxane

Ces polyméres forment ainsi de longues structures en chaines avec des espaces similaires
(environ 1nm de diameétre) aux pores crées par les polymeres biologiques de membranes
cellulaires humaines. Le silicone absorbe passivement une large gamme de substancse
organiques de I'environnement et les séquestre dans cette matrice (Huckins, Petty, et Booij
2006). Certains contaminants ont tendance a se stocker dans les lipides et peuvent ainsi étre
libérés au fur et a mesure dans d’autres tissus (Jahnke, MclLachlan, et Mayer 2008). Les
femmes porteuses d’'implants mammaires en silicone sembleraient développer moins de
cancers, en effet I analyse de I'imprégnation de ces implants en silicone révéle d'importantes
concentrations de substances nocives (O’Connell et al. 2015), qui auraient vraisemblablement

été stockées dans les lipides en I'absence d’implant. Le silicone serait donc a méme de rendre
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compte de I'exposition mais également d’apporter un effet protecteur grace a cette propriété
d’absorption et de stockage. La prédiction de la distribution entre le silicone et les tissus
environnants a été réalisée chez le rat, pour certaines substances, afin de prédire les
concentrations dans le tissu adipeux humain (O’Connell et al. 2015) ; les similitudes entre les
concentrations prédites et mesurées chez la souris et chez I'homme suggerent que le silicone

peut constituer une mesure de substitution fiable des substances toxiques persistantes.

Exploitation du bracelet en silicone
Cette matrice en silicone portée sous forme d’un bracelet pendant 7 jours présenterait la

capacité de fixer certaines molécules auxquelles I'humain est exposé dans son
environnement. Par « son environnement » on entend I'environnement dans lequel il passe
le plus de temps et dans la plupart des cas il s’agit d’'un environnement intérieur. Comme I'ont
montré de nombreuses publications, notamment Fraser et al. 2012 et Fitzgerald et al. 2011,
ces polluants intérieurs sont retrouvés au niveau du sang, du sérum, de I'urine, des cheveux,
mettant en évidence une association certaine entre exposition environnementale et
concentration interne a I'organisme. D’apreés la publication de Wang et al. 2019, ce bracelet
en silicone rendrait compte de I'exposition principalement par voie d’inhalation et par voie
cutanée. Cette constatation a été faite apres mise en évidence de corrélation entre les
concentrations de substances retrouvées au niveau de la peau (prélevées par des lingettes),
au niveau de l'air inspiré (mesuré par une broche en silicone placée pres du col et un dispositif
d’échantillonnage actif, OVS) ainsi qu’au niveau du bracelet en silicone. Cependant, force est
de constater que la prise en considération de la voie d’exposition par absorption cutanée a
été longtemps sous-estimée (Weschler et Nazaroff 2012) et qu’il manque encore aujourd’hui
des données pour estimer la part absorbée d’une substance a travers I'épiderme.

En admettant les hypothéses selon lesquelles le bracelet en silicone absorbe les polluants de
I'air intérieur d’'une part et d’autre part que la pollution de I'air intérieur est corrélée aux
concentrations biologiques mesurées alors on peut faire I’"hypothése que le bracelet en
silicone est un outil prometteur a I'évaluation de I'exposition aux perturbateurs endocriniens

et plus largement a I'analyse de risque.
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Propriétés des substances absorbées
Le bracelet en silicone permet de capter les molécules présentes dans notre air ambiant. Ce

sont des molécules appelées composés organiques volatils (COV) ou composés organiques
semi-volatils (COSV). Les COSV ont une masse moléculaire plus importante, des points
d’ébullition plus élevés et des pressions de vapeurs moindre que les COV . De plus, alors que
les concentrations de COV diminuent rapidement, celles des COSV sont bien plus constantes
dans la durée (Xu et Zhang 2011).

Les COSV ont des températures d'ébullition allant de 240-260 °C a 380-400°C. Malgré ces
températures d'ébullition élevées, les COSV peuvent se diffuser de la surface qui les contient
car ils ne sont que faiblement "liés" aux matériaux (« SVOCs and Health | Indoor Air Quality
(IAQ)). lls sont présents dans la phase gazeuse ou la phase particulaire de I'air. De nombreux

perturbateurs endocriniens sont des COSV.

Cinétique d’absorption des polluants dans le bracelet
L'absorption par le bracelet en silicone est propre a chaque substance, en fonction de ses

propriétés physico-chimiques, de sa concentrations dans l'environnement et du temps
d'expositions. Il est décrit une phase linéaire, une phase curviligne et une phase d'équilibre
(H. Dixon, Poutasse, et Anderson 2020). Dans la phase linéaire, la concentration d'une
substance dans le bracelet est inférieure a celle de I'environnement et le taux d'absorption
est constant. Dans la phase curviligne, la concentration d'une substance dans le bracelet
augmente et le taux d'absorption diminue. Au cours de la phase suivante, le bracelet
s’approche de I'équilibre avec le milieu environnant ; la concentration en substance dans le
bracelet devient constante si la concentration dans I'environnement ne change pas dans le
laboratoire.

L'objectif est que les substances

i Aquili Approach to Equilibri
atteignent cet équilibre, pproach to Equilibrium

Curvilinear Phase

représentant la concentration
moyenne estimée de la substance
pendant le temps ou le bracelet est

Linear Phase

porté. A I'équilibre, les bracelets

Amount of Chemical in Silicone Wearable

détectent les changements de , o Time o
Figure 2 : Courbe théorique de I'absorption chimique dans le bracelet.

concentration et reflétent donc avec H. Dixon, Poutasse, et Anderson 2020
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précision les concentrations moyennes sur la période portée. Les substances sont absorbées
dans le polymére de silicone mais les pores du polymére ne se comportent pas comme des
sites de liaison enzymatique. Ills ne sont donc pas soumis au phénomene de saturation. (H.
Dixon, Poutasse, et Anderson 2020). Séquestrées au sein du polymere, ces molécules sont
stables, elles ne subissent pas de métabolisation, ni élimination. Elles sont analysées en |'état
par le laboratoire et donnent un apercu du cocktail de molécules auquel est exposé son

porteur.

OBJECTIFS ET QUESTIONS DE TOXICOLOGIE

L’étude exploratoire mise en place est axée autour de la question suivante :
Le bracelet en silicone présente-t-il un intérét dans I’évaluation de I'exposition aux

perturbateurs endocriniens ?

Les objectifs sont d’obtenir de données a partir du port du bracelet en silicone pendant 7
jours, la caractérisation de cette méthode (avantages et limites) et la mise en évidence de
relation entre certains déterminants (habitudes de vies) et I'exposition aux perturbateurs

endocriniens.
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5. MATERIELS ET METHODES

Le projet s’inscrit dans le cadre d’une opération sensibilisation de lycéens et lycéennes a
I'exposition aux perturbateurs endocriniens. Le projet a été réalisé collaboration avec la
Région lle de France, afin de mettre en place les actions dans plusieurs lycées. En paralléle, le
laboratoire Kudzu Science, localisé a Strasbourg, partenaire de ce projet, était en charge du
développement de la méthodologie analytique et la réalisation des analyses de bracelets en
silicone. Enfin, les statistiques ont été réalisées grace a I'aide de Matthieu Mulot, Enseignant-
chercheur en biologie/écologie numérique. Planning du projet en Annexe V.

La construction de ce projet s’est déroulée comme ceci :

1- Sélection de perturbateurs endocriniens d’intérét a analyser
2- Constitution de la cohorte de lycéens
3- R&D sur les méthodes analytiques, développées par le laboratoire Kudzu Science.

4

Analyse statistique des résultats et interprétation

1- Sélection des substances perturbatrices endocriniennes (Tableau 1)
Cette sélection a été réalisée en fonction de plusieurs critéres :
-Pertinence de I'exposition en France (Esteban) ;
-Capacité analytique du laboratoire ;
-Substances présentant un potentiel effet perturbateur endocrinien (DEDuCT, TedXlist)
-Diversité des expositions potentielles ;
-Propriétés de composés organiques semi-volatils (COSV)

-Données de toxicologie

La méthodologie DEDuUCT (Database of Endocrine Disrupting Chemicals and their Toxicity
profiles) a été publiée en 2019 (Karthikeyan et al. 2019), la version DEDuCT 2.0 est ensuite
parue en Mars 2021 (Karthikeyan et al. 2021). Cette méthodologie permet d’identifier les PE
potentiels a partir des données disponibles dans les articles de recherche publiés. Elle a été
choisie comme méthodologie de référence par I’ANSES en 2021 pour |'établissement de la
liste de substances prioritaires (« Anses. (2021). Avis de I’Agence nationale de sécurité

sanitaire de I'alimentation, de I’environnement et du travail) .
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Tableau 1 : Substances perturbatrices endocriniennes sélectionnées

CAS Exemples d'applications/Propriétés Log P Effets perturbateur Catégorisation Présence sur
d’intéréts g endocrinien décrits DEDuCT* TedXlist
9 PHTALATES (« Imprégnation de la population frangaise par les phtalates. Programme national de biosurveillance, Esteban 2014-2016 »)
BBP 85-68-7 Assouplissant Fje plastiques 4.00 Rleproduct|on, " oul
(mousse de vinyle et PVC) développement
Fragrances, déodorants, fixatifs Reproduction,
DnBP 84-74-2 pour cheveux, vernis a ongles, 3.60 développement, Il oul
insecticides neurologique
Fragrances, rideaux de douche, Reproduction,
DEHP 117-81-7 contenants pour la nourriture, sacs 6.43 développement, 1l oul
de sang, cathéters neurologique, métabolique
Fragrances, déodorants, produits Reproduction
DEP 84-66-2 cosmétiques pour les cheveux et le 2.04 p b 1l oul
neurologique, métabolique
corps, savons
Plastifiant résistant a la chaleur et a 3.31 Reproduction,
DiBP 84-69-5 - ’ développement, 1l oul
la lumiére . .
métabolique
2 1.26 .
DMP 131-11-3 déodorants Reproduction I oul
flexibilité et | d 9.1
DnOP 117-84-0 EXIDIIE et soupiesse ces Développement oul
plastiques (plastifiant)
DiDP 26761-40-0 | "EVetements muraux etPVC, gants, | oq Reproduction I oul
emballage d'aliments
Jouets, revétements, Reproduction,
68515-48-0
DiNP gants, emballages alimentaires, 7.21 développement, 1] oul
peintures neurologique
8 PESTICIDES (Mnif et al. 2011)
Perméthrine 52645-53-1 insecticide 6.11 Reproduction 1] oul
Diazinon 333-41-5 insecticide 3.58 Re.productlon, . 1l (o]V]}
neurologique, métabolique
. . . - - Reproduction,
Fipronil 120068-37-3 insecticide, acaricide 4.27 . . i oul
métabolique
. . . L. Reproduction,
Imidaclopride 138261-41-3 insecticide 0.68 . . . 1l oul
neurologique, métabolique
. 2.87 . .
Isoproturon 34123-59-6 herbicide Métabolique oul
R ducti
Propiconazole 60207-90-1 fongicide 3.65 SIIREIEIETEIT), I oul
neurologique
R ducti
Propoxur 114-26-1 insecticide 1,52 e‘?m u(? on oul
métabolique
. Reproduction,
Tebuconazole 107534-96-3 fongicide 3.34 ) Il oul
développement
2 PERFLUORES (« Imprégnation de la population francaise par les composés perfluorés. Programme national de biosurveillance, Esteban 2014-2016 » )
PEOA 385-26-1 revet(?ment ar}tl—adhemf, 4.44 Re.productlon, ' I oul
imperméable neurologique, métabolique
imperméabilisants et enduits .
PFOS 1763-23-1 résistants aux matiéres grasses 4.84 Re.product!on, . 1 oul
neurologique, métabolique
4 PHENOLS (Imprégnation de la population francaise par les bisphénols A, S et F. Programme national de biosurveillance, Esteban 2014-2016 », )
lastiques polycarbonate et de Reproduction,
BPA 80-05-7 plastiq pré‘s’mes 3.42 développement, I oul
neurologique, métabolique
BPF 620-92-8 résines époxy gt les papiers 268 Rerfroduc.uon, " oul
thermiques métabolique
résines polyéthersulfones et Reproduction,
BPS 80-09-1 p v . 1.93 développement, 1l oul
époxydiques . . .
neurologique, métabolique
Reproduction,
Triclosan 620-92-8 fongicide, bactéricide, conservateur | 5.145 développement, Il oul
métabolique

*Catégorisation DEDuCT :

Catégorie | : preuves expérimentales in vivo humaine
Catégorie Il : preuves expérimentales in vivo sur des rongeurs et in vitro humaine
Catégorie Ill : preuves expérimentales seulement in vivo sur des rongeurs
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2- Population étudiée et design d’étude.
Le choix de mener cette étude sur une cohorte de lycéens est motivé par plusieurs raisons :

-La volonté de sensibiliser des adolescents a la problématique des perturbateurs
endocriniens et leur donner la possibilité « d’étre acteur de leur sensibilisation ».
-L'adolescence est une fenétre de vulnérabilité a I'exposition aux perturbateurs
endocriniens, particulierement sur des aspects neuro-développementaux (Shoaff et al. 2019)
-L’utilisation croissante de produits cosmétiques a I'adolescence pouvant entrainer une
surexposition a certains perturbateurs endocriniens (Berger et al. 2019)
Afin de constituer la cohorte de lycéens, nous nous sommes adressés a eux lors
d’interventions de sensibilisation, animées par Elmire Chauviéere et Lola Chupin, entre février
et mai 2021.
Au total, 6 lycées d’lle de France ont été inclus dans cette étude. Dans chacun des lycées entre
15 et 50 éléves ont accepté de participer et de porter un bracelet en silicone pendant une
semaine. La cohorte est, au total, constituée de 186 lycéens agés de 15 a 20 ans.
Chacune des classes a, au préalable, assisté a une intervention sur le risque posé par
I’exposition aux perturbateurs endocriniens. La participation a I'’étude leur a été proposée de
facon complétement volontaire. Une note d’information, un formulaire de consentement
ainsi qu’une notice d’utilisation (Annexe ) ont été distribués. Les éléves participants se sont
donc vu remettre un bracelet et ont également répondu a un questionnaire (Annexe Il). Aprés
le port du bracelet pendant une semaine, les participants ont renvoyé eux méme leur bracelet

a l'aide d’une enveloppe prépayée a destination du laboratoire Kudzu Science a Strasbourg.

i g

KUDZU SCIENCE

2, ue de la Durance - EUROPARC
67100 STRASBOURG
France

Figure 3 : Bracelet porté et systéme de retour prépayé au laboratoire

Un protocole de recherche a aussi été rédigé afin de constituer le dossier de notification de la
mise en place de cette étude. Ce dossier a ensuite été soumis a la CNIL et a la déléguée de la

protection des données de I’Université de Paris (dpo@ u-paris.fr) qui a donné son accord pour

la réalisation de cette étude.
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L’'anonymat de chacun des participants est strictement préservé. Chaque participant s’est vu
assigner un numéro d’identification dont lui seul est le détenteur. Nous ne disposons d’aucune

clef permettant de relier un numéro d’identification a I'identité d’un participant.

3- Méthodes analytiques développées par le laboratoire Kudzu Science’

Le laboratoire Kudzu Science, partenaire de cette étude, était en charge de Ia
décontamination, de I’extraction et de I'analyse des prélévements des bracelets en silicone.
Les méthodes analytiques nécessaires a |’exploitation du bracelet en silicone ont fait I'objet
d’'une étape R&D préliminaire, permettant la mise au point d'une procédure de
décontamination et d’extraction des bracelets ainsi que des méthodes d’analyse des
différentes substances sélectionnées.

Les bracelets en silicone blanc débossé « Réseau Environnement Santé — Kudzu Science » , ont

été achetés sur https://24hourwristbands.com/ (USA)

Procédure de décontamination : Les bracelets en silicone présentent une contamination

significative par plusieurs phtalates (DMP, DEP, DiBP, DBP, DEHP, DiNP et DiDP), étudiés dans
le cadre du projet de recherche. Une étape de décontamination est nécessaire avant
I"utilisation des bracelets. Les bracelets en silicone sont lavés avec un mélange de solvants
organiques composés de méthanol et d’acétate d’éthyle (les solvants ont été controlés avant
leur utilisation pour vérifier I’labsence des substances d’intérét). Ce mélange de solvant s’est
avéré étre le plus efficace : absence de détérioration physique des bracelets en silicone
(contrairement a I’hexane proposé dans les protocoles de la littérature) et rendement de

décontamination élevé (R>90%). Ainsi, une seule étape de lavage est réalisée pour

décontaminer des bracelets.

lIs sont ensuite séchés sous une hotte a température ambiante pendant une nuit, protégés
par des feuilles d’aluminium. Chaque bracelet est ensuite emballé individuellement dans du

papier aluminium afin d’éviter le contact avec la pochette plastique qui le contient.

% Tous les détails analytiques ne peuvent étre divulgués car ils sont la propriété du laboratoire

Kudzu.
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Procédure d’extraction : Lors de la R&D, un rendement d’extraction > 80% a été mesuré pour

toutes les substances. Chaque bracelet est découpé en trongons de 3 a 5 cm, qui sont placés
dans un flacon en verre de 50 mL, le standard interne est ajouté, suivi d’'un volume de 10mL
d’'un mélange de solvants organiques. La fiole est agitée pendant une durée précise pour
extraire les substances d’intérét. Enfin, un volume de 1mL est transféré dans un flacon de
chromatographie est analysé par chromatographie liquide ou gazeuses couplée a une
détection par spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS et GC-MS/MS).

Technique d’analyses :

Deux types de chromatographie sont nécessaires : GC-MS/MS et LC-MS/MS.

Pour chaque échantillon, c’est-a-dire pour chaque bracelet, cing méthodes sont nécessaires
pour I'analyse de toutes les substances recherchées. Les substances sont analysées en LC-
MS/MS, a I'exception des phtalates (sauf DiNP et DiDP) et perméthrine qui nécessitent
I’emploi d’'une GC-MS/MS

Pour la LC-MS/MS il faut faire varier les phases mobiles et les gradients de composition de

phase mobile.

Présentation des résultats :

Pour chacune des substances les résultats sont présentés de la fagon suivante :

- La molécule a une concentration inférieure a la limite de détection (LD). Dans ce cas,

elle est rapportée comme « ND» (NON DETECTEE) ;

- La molécule a une concentration comprise entre la limite de détection (LD) et la limite

de quantification (LQ). Dans ce cas, elle est rapportée « < LQ »

- La molécule a une concentration supérieure a la limite de quantification (LQ). Dans ce

cas, sa concentration est calculée et rapportée en ng/bracelet.
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4- Analyse statistiques des résultats.
Les analyses ont été effectuées sur R 4.0.5 (https://www.r-project.org/). Le seuil alpha est fixé

a 5%.

Statistiques descriptives
Pour chacun des lycées, puis sur 'ensemble des 6 lycées ont été déterminé les paramétres
suivants : occurrence, médiane, concentration minimales et maximales, p10, p25, p50 ,p75

,p90 nécessaire a la description statistiques des résultats.

Occurrence

L'occurrence d’un PE est définie ici comme la proportion de bracelets dans un groupe ou dans
I'ensemble de la population d’étude présentant une concentration de ce PE supérieure a LD.
Pour tester I'influence du lycée sur I'occurrence de chaque PE, nous avons utilisé un test de
Chi? sur la table de contingence des distributions d’occurrence en fonction du facteur lycée.
Les p.values ont été ajustées pour comparaison multiple par PE par la méthode de Benjamini

et Hochberg (Benjamini et al. 1995).

Concentration

Lorsque la concentration était > LD mais <LQ, la valeur assignée a été fixée arbitrairement a
(LD+LQ) / 2. Lorsque la concentration était < LD, la valeur assignée a été fixée a 0. Les
distributions des concentrations des différents PE sont majoritairement non normales (test de
Shapiro-Wilk). Nous avons donc utilisé des tests non paramétriques pour I'ensemble des PE
afin de conserver une homogénéité dans le traitement des données. Pour chaque PE, la
relation entre la concentration relevée dans le bracelet et les variables explicatives ("ecole",
"Sexe", "Milieu", "Aération_chambre", "Sol_en_PVC", "Créme_hydratante", "Déodorant",
"Parfum", "Magquillage", "Labels_cosmétiques", "Applications_cosmétiques",
"Plats_préparés_microondes", "Aliments_bio", "Contact_plantes_animaux") a été évaluée
par un test de Wilcoxon (les données étant non paramétriques) ou par un test de Kruskal suivi
d’un test posthoc de Dunn lorsque la variable explicative concernée présentait plus de 2
réponses possibles. Les p-values ont été ajustées pour comparaison multiple par PE par la

méthode de Benjamini et Hochberg.
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6. RESULTATS
» 6.1 Résultat de la recherche bibliographique sur I'utilisation des bracelets en

silicone dans les études de cohorte.

En janvier 2021, on répertorie, sur Pubmed, 38 études de cohorte menées chez I’homme
utilisant la méthode des bracelets en silicone pour mesurer I’exposition humaine aux polluants
environnementaux. A la suite de la premiére étude de O’Connel et Al. en 2014, suggérant
I'utilisation du bracelet en silicone comme échantillonneur passif, plusieurs équipes
(essentiellement américaines) ont, a leur tour, travaillé sur ce nouvel outil. Seules deux
publications sont européennes, une étude Belge (Aerts et al. 2018) et une étude Franco-
Italienne (Wang, Romanak, Tarallo, et al. 2020). La majeure partie des études utilisent des
bracelets en silicone provenant de 24hourwristbands.com. Il semblerait aussi que peu de
laboratoires soient encore en mesure d’effectuer cette analyse de bracelet étant donné qu’ils
sont le plus souvent envoyés au méme laboratoire pour analyse (Université d’Oregon, USA).
Concernant le développement des méthodes analytiques, Anderson et al. 2017 fait suite a
O’Connel et publie un nouvel article précisant et affinant les protocoles d’utilisation des
bracelets ensilicone. Les substances analysées varient d’une étude a l'autre ; la liste ci-dessous
présente les familles de substances d’intérét et les travaux les ayant étudiées :

Tableau 2 : Substances étudiées dans la littérature par le bracelet en silicone

Hydrocarbures aromatiques polycyclique (HAP) (H. M. Dixon, s. d.), (Rohlman, Donatuto, et al. 2019)
(Paulik et al. 2018) (Hendryx et al. 2020)(Rohlman,
Dixon, et al. 2019)(Baum et al. 2020)(Caban-Martinez et
al. 2020)(Santiago et al. 2021)

Pesticides (Bergmann 2017)(Harley et al. 2020)(Donald et al. 2016)
(Aerts et al. 2018)(Vidi et al. 2017)(Arcury et al.
2020)(Varnell et al. 2021)

Retardateurs de flammes (Hammel et al., s. d.)(Hammel et al. 2016)(Kile
2016)(Wang, Romanak, Hendryx, et al. 2020)(Gibson et
al. 2019)

Phtalates (Craig et al. 2019)

Dioxide d’azote (Lin et al. 2020)

Organophosphorés (Reddam et al. 2020)(Hardos et al. 2020)

Phénols (Levasseur et al. 2020)

Plusieurs études (Wang et al. 2019)(Wang, Romanak, Tarallo, et al. 2020)(Travis et al.
2020)(Romanak et al. 2019)(Okeme, Nguyen, et al. 2018)(Okeme, Yang, et al. 2018)(B. T.
Doherty et al. 2020)(Kassotis et al. 2020) réalisent également un large screening de molécules
de familles différentes.

Certains travaux étudient les corrélations entre doses externes (bracelet en silicone) et
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mesure interne dans les urines (Gibson et al. 2019; H. M. Dixon et al. 2018 ; Hammel et al.
2016; Craig et al. 2019; Quintana et al. 2019, Levasseur et al. 2020) ou le sérum (Hammel et
al. 2018). Ces quelques études mettent toutes en évidence des corrélations modérées a fortes
entre les concentrations de I’échantillon biologique (urines ou sérum) et le bracelet en silicone
guelles que soient les substances étudiées, démontrant que I'’exposition captée par les
bracelets en silicone serait représentative de doses internes.

Certaines études font le choix de mener leur expérimentation sur des populations spécifiques,
par exemple I'étude de Arcury et al. 2020 utilise les bracelets en silicone pour comparer
I’exposition aux pesticides chez des enfants vivants en milieu rural ou en ville. L’étude de
Hendryx et al. 2020 s'interesse a la différence d'exposition aux HAP d'habitants vivant a moins
ou a plus de 5km d'une source d'exploitation miniere. Plusieurs travaux s’intéressent aussi
particulierement aux jeunes enfants ou bien encore aux adolescents, dont I'exposition se
révele étre plus importante que chez les adultes comme le montre I'étude de Gibson et al.
2019 qui réalise la comparaison de I'exposition aux retardateurs de flammes entre des meres
et leurs jeunes enfants. Quant a I'étude de H. M. Dixon et al. 2018. inclut, quant a elle, 22
femmes enceintes et mesure leurs expositions aux HAPs.

Les bracelets en silicone ont aussi été utilisés pour mettre en évidence I'exposition a des
substances dépendant directement d’une activité professionnelle comme chez les pompiers
(Baum et al. 2020), les sportifs (Reche et al. 2020) les pécheurs (Santiago et al. 2021) ou bien
les techniciens d’entretien aéronautique (Hardos et al. 2020). Cela met en exergue I’ utilité que
peut représenter le port de bracelets en silicone dans le monitoring de I'exposition
professionnelle et comme outil de prévention des maladies professionnelles. Il est aussi
intéressant de noter que certaines études mettent en évidence des différences d’exposition
en fonction de la saisonnalité (Rohlman, Donatuto, et al. 2019), du niveau d’éducation (B. T.
Doherty et al. 2020) ou encore du temps passé dans les transports (Reddam et al. 2020).
Enfin, bien que cela n’ait pas encore été beaucoup développé, certains chercheurs ont tenté
d’établir des liens entre I'exposition a des polluants, évalués par les bracelets en silicone, et
un effet sur la santé ou du moins une interaction des substances avec I'organisme (Kassotis et
al. 2020)(Wang, Romanak, Hendryx, et al. 2020) (Vidi et al. 2017), (Varnell et al. 2021).
Toutes ces études concluent positivement quant a I'intérét de I'utilisation des bracelets en
silicone pour améliorer les connaissances relatives a |’exposition humaine aux polluants

environnementaux. Enfin, une revue publiée en mars 2021 (B. Doherty et al. 2021) fait état
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des lieux de l'utilisation des échantillonneurs passifs pour caractériser I'Exposome. Il discute
notamment l'intérét de ces échantillonneurs par rapport aux mesures de biomarqueurs
reflétant I'absorption systémique. Selon cet article les échantillonneurs externes, et
notamment les bracelets en silicone peuvent constituer un moyen utile de mesurer les
expositions a des composés qui sont rapidement métabolisés par exemple, les phtalates et les
esters organophosphorés, dont les biomarqueurs traditionnels peuvent étre plus variables et
difficiles a quantifier. Dans ce cas, les échantillonneurs passifs/externes peuvent fournir une
évaluation intégrée de I'exposition sur une période de temps beaucoup plus longue que celle

qui pourrait étre reflétée par I'évaluation d'un seul biomarqueur.

» 6.2 Résultats de I'analyse de 155 bracelets en silicone portés par des lycéens.

6.2.1 Contamination des supports pendant le stockage et le transport

Pour chaque lycée, les blancs de terrains ont été analysés et montrent I'absence de
contamination significative, par rapport au blanc de lot, au cours du transport et la
conservation des bracelets. Cela valide les mesures de précautions prises (emballage

aluminium) pour le transport et stockage des échantillons.

6.2.2 Fréquence de détection et concentrations

Les résultats présentés ici sont sur I’'ensemble des 6 lycées. 186 bracelets ont été distribués et
155 ont été renvoyés au laboratoire dans les temps pour analyse. Une partie d’entre eux ont
été renvoyés avec trop de retard ou n’ont jamais été renvoyés. Les individus ont entre 15 et

20 ans. L'effectif est composé de 40% d’hommes et 60% de femmes (tableau 3).

Tableau 3 : Description des bracelets distribués puis analysés

Lycée Nombre de bracelets Nombre de bracelets regus et analysés dans Hommes  Femmes
distribués les temps.
A 15 13 4 9
B 37 37 17 20
C 45 37 16 21
D 36 35 16 19
E 32 20 3 17
F 21 13 7 6
Total 186 155 63 92
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Les données présentaient I'’ensemble des concentrations pour chacun des individus ainsi que
les réponses obtenues grace aux questionnaires. A partir des données brutes sont
déterminées 'occurrence, les concentrations minimales et maximales ainsi que les percentiles
P10, P25, P50 (médiane), P90 pour chacun des trois lycées. Enfin ces mémes parametres sont
déterminés sur I’'ensemble des 155 échantillons, sans distinction de lycées, afin d’obtenir une
vision globale des résultats de I’étude (Tableau 4).

Tableau 4 : Statistiques descriptives sur 155 bracelets

LD LQ Occurrence Min Max P10 P25 P50 P75 P90
PHTALATES
BBP 15 | 50 100,0% 141 33511 411 728 1303 2630 5490
DnBP 30 | 100 99,4% ND 145169 2768 3778 6107 8640 25303
DEHP 30 | 100 100,0% 15506 | 815322 | 40754 | 65134 | 118434 | 189631 | 304133
DEP 15 | 50 100,0% 837 139343 1865 2717 4190 11178 33150
DiBP 30 | 100 100,0% 1456 122967 3946 6071 9603 23204 44797
DMP 15 | 50 100,0% <LQ 1407 <LQ 54 111 218 337
DnOP 15 | 50 0,0% ND ND ND ND ND ND ND
DiDP 30 | 100 100,0% 3410 289389 8933 | 13167 @ 23884 53775 | 100274
DiNP 30 | 100 100,0% 8008 | 4988497 | 24859 | 38700 | 92303 | 194025 | 629369
PESTICIDES
Perméthrine 15 | 50 100,0% 54 325975 177 377 926 2227 7451
Diazinon 3 10 26,5% ND 9664 ND ND ND <LQ 18
Fipronil 3 10 31,0% ND 458 ND ND ND <LQ 27
Fipronil sulfone | 3 10 73,5% ND 6122 ND ND 17 69 309
Imidaclopride 3 10 9,0% ND 76 ND ND ND ND ND
Isoproturon 3 10 0,0% ND ND ND ND ND ND ND
Propiconazole 3 10 34,8% ND 82 ND ND ND <LQ 15
Propoxur 3 10 2,6% ND 102 ND ND ND ND ND
Tebuconazole 3 10 9,0% ND 31 ND ND ND ND ND
PERFLUORES
PFOA 3 10 0,0% ND <LQ ND ND ND ND ND
PFOS 3 10 0,6% ND <LQ ND ND ND ND ND
PHENOLS
BPA 6 | 20 35,5% ND 50 ND ND ND <LQ <LQ
BPF 3 10 0,0% ND ND ND ND ND ND ND
BPS 3 10 29,0% ND 41 ND ND ND <LQ <LQ
Triclosan 3 10 76,1% ND 3057 ND <LQ <LQ 12 28

LQ : limite de quantification ; ND : non détecté ; Concentration en ng/bracelet
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Ces résultats mettent en évidence que les lycéens sont exposés a 20 des 24 substances
recherchées. Le phtalate DnOP, le phénol BPF, le perfluoré PFOA et le pesticide Isoproturon
n‘ont pu étre détectés.

Les phtalates sont détectés dans 100% des échantillons sauf le DnBP a 99,4%. Les phtalates
représentent les plus importantes concentrations. Le DEHP, phtalate le plus décrit dans la
littérature scientifique présente la médiane la plus importante de 118 434 ng/bracelet suivi
du DiNP (92303 ng/bracelet) et le DiDP (23884 ng/bracelet). Ces trois phtalates représentent,
a eux seuls, plus de 90% de I’exposition a cette famille de composé.

Concernant les pesticides, la perméthrine est retrouvée dans I’'ensemble des échantillons, elle
présente une médiane de 926 ng/bracelet et est quantifiable dans tous les échantillons. Le
fipronil sulfone, métabolite du fipronil a été ajouté a la liste de substance car le standard
interne était préalablement connu par le laboratoire et que les fiproles (fipronil + principal
métabolite fipronil-sulfone) sont un indicateur d’exposition couramment recherché.

Bien que la majeure partie des 9 pesticides ne soient pas quantifiables (<LQ) ou soient non
détectés (ND), 4 d’entre eux (perméthrine, fipronil, diazinon, propiconazole) sont identifiés
dans plus de 20% des échantillons malgré les restrictions d’utilisations en vigueur.

Les perfluorés ne sont, pour ainsi dire, pas détectés. Le PFOA n’est jamais détecté tandis que
le PFOS est présent dans un seul échantillon (0,6%). Méme a la concentration maximale, le
PFOS n’a pu étre quantifié.

Enfin les phénols ont des profils disparates, le bisphénol A apparait dans 35,5% des
échantillons a des concentrations inférieures a la limite quantifiable. Son homologue, le
bisphénol S, est présent dans 29% des échantillons. Le BPA et le BPS ont généralement des
concentrations inférieures a la limite de quantification et lorsqu’ils sont quantifiés il sont
proches de la LQ. Enfin, le Triclosan est le phénol le plus largement détecté, il est présent dans
76% des échantillons mais n’est quantifiable que dans un quart d’entre eux.

Les limites de détection (LD) et de quantification (LQ), qui ont été déterminées lors de la R&D
par le laboratoire sont considérées comme sensibles : Les LD varient de 3 a 30 ng/bracelet et

les LQ sont variables de 10 a 100 ng/ bracelet.
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Les fréquences de détection (occurrence) par ordre décroissant, , sont présentées figure 4.
Les phtalates sont la famille largement la plus représentée dans cette étude, avec 100%
d’occurrence (a I'exception du DnOP). La perméthrine, le triclosan et le fipronil suflone sont

les trois autres substances les plus retrouvées, présentes dans plus de 50% des échantillons.
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Figure 4 — Occurrence des polluants sur 155 bracelets en pourcentage

Les occurrences par polluant en fonction des lycées sont présentés figure 5. Les différents
phtalates ont été groupés en un seul méme groupe pour une question de lisibilité. Cette figure
permet de constater une homogénéité des expositions entre les 6 lycées d’lle de France. Le
BPA et le BPS ressortent cependant plus dans le lycée A. L'hypothése d’une différence
d’exposition entre les lycées a été testée par un test de Chi2 et s’est avérée non significative

sauf pour le BPA (Chi?=24,9, p-value = 0,0019) et le BPS (Chi’=25,5, p-value=0,0015).
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6.2.3 Association entre exposition et données des questionnaires

Le traitement des réponses aux questionnaires, mis en regard avec les concentrations
mesurées dans les bracelets, permet de mettre en évidence certaines tendances (Figure 6),
en ordonnée les concentrations en échelle logarithmique ; en abscisse, les données des
guestionnaires. Les réponses aux questionnaires sont présentées Annexe lll. La significativité
des tendances observables graphiquement a été statistiquement testée. Seuls les résultats

significatifs apres ajustement de la p-value pour comparaisons multiples sont présentés.
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Figure 6 : Associations significatives apres ajustement de la pvalue pour comparaison de tests
multiples entre déterminants d’exposition et substances perturbatrices endocriniennes. Wilcoxon
rank sum test with continuity correction

A-Fipronil pvalue adjusted = 0,00003 ; Fipronil Sulfone pvalue adjusted = 0,00008 ; Permethrine pvalue adjusted
=0,05;

B-DnBP pvalue adjusted =0,0011 (F>H) ; DEP pvalue adjusted = 0,0035 (F>H)
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La Fig6.A La présente une augmentation significative des concentrations de fipronil, fipronil
sulfone et perméthrine et le fait d’étre en contact avec des plantes et des animaux. La Fig6.B
présente une augmentation significative de certains phtalates, le DnBP et le DEP, pour le
groupe des femmes. D’autres tendances (non présentées ici) ont été observées mais n’étaient
cependant pas significatives aprés ajustement de la p-value. Par exemple, certains phtalates
semblaient augmenter lors de la présence d’un sol en PVC. De méme il semblait que la
fréquence d’utilisation de cosmétiques (jamais, parfois, tous les jours) montrait
graphiqguement une tendance a I'augmentation des concentrations en phtalates. Aussi, le
Triclosan semblait augmenter chez les individus n’aérant pas leur chambre. Le reste des
données apportées par le questionnaire (IMC, milieu urbain/rural, habitudes de
consommation alimentaires et cosmétiques) ne présentait pas d’association a I’exposition aux

substances perturbatrices endocriniennes recherchées.
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7. DISCUSSION

e Fréquence de détection par famille et cohérence avec la littérature.

Sur les 24 substances recherchées, 20 ont été détectées chez au moins un participant. Neuf
des substances ont été détectées chez plus de 99 % des participants : BBP, DnBP, DEP, DEHP,
DiBP, DMP, DiDP, DiNP et Pemethrine. Les substances les plus souvent détectées sont
également celles présentant les concentrations médianes les plus importantes.

Les phtalates sont présents dans 100% des échantillons malgré les restrictions d’utilisations
qui encadrent certains d’entre eux : Le DEHP, le BBP et le DnBP sont strictement limités dans
les jouets et articles de puéricultures et interdits dans la mise sur le marché de cosmétiques.
L'utilisation des phtalates est extrémement diverse et variée et bien que certains d’entre eux
aient récemment été soumis a autorisations (Annexe IV du reglement REACH), leurs
utilisations, jusqu’a encore récemment, expliquent leur présence dans les environnements
intérieurs en trés grandes quantités. D’aprés I'expertise de 'INSERM (Adamo et al. 2011),
I'exposition aux phtalates est majoritaire par I'ingestion d’aliments en contact avec des
emballages plastiques ou contaminés au cours de leur fabrication. L'exposition via I'air
intérieur et donc l'inhalation et I'ingestion involontaire de poussiére est aussi une source
importante de contamination aux phataltes, comme le montre les travaux de Sawka et al.
2015. L'absorption cutanée doit également étre considérée comme une voie possible
d’exposition, elle concernerait majoritairement les phtalates de faible masse moléculaire, tels
que le DEP et le DnBP (Pan et al. 2014). Si I’absorption cutanée semble moins importante pour
les phtalates a chaine longue, notamment pour le DEHP, la peau constitue néanmoins un
réservoir important de phtalates via leur accumulation dans les follicules pileux
(« Imprégnation de la population francaise par les phtalates. Programme national de
biosurveillance, Esteban 2014-2016 »).

Les fréquences de détection mises en évidences ici sont concordantes avec les imprégnations
des poussiéres intérieures de logements francais (Blanchard et al. 2014) et le sont également
avec les résultats de I'étude ESTEBAN qui quantifie les métabolites urinaires des phtalates
chez de jeunes francais(ZOTERO_ITEM CSL_CITATION
{"citationID":"S9VAJam1","properties":{"formattedCitation"biosurveillance, Esteban 2014-
201614). A I'exception du DiNP, tous les métabolites sont quantifiés dans plus de 90% des

échantillons. Cela montre une cohérence avec les résultats observés sur les 155 bracelets.
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Dans I'étude ESTEBAN, I'un des métabolites du DnOP, le Mono-3-carboxypropyl phtalate
(MCPP) est retrouvé dans 96,8% des échantillons tandis qu’un autre le Mono-n-octyl phtalate
(MnOP) n’est retrouvé dans aucun d’entre eux, notre étude, elle, ne révele aucune détection
du DNOP, cela pourrait s’expliquer par une exposition au DnOP uniquement par I'alimentation
et donc non retrouvée sur le bracelet. A lI'inverse, alors que notre étude montre 100%
d’'imprégnation en DiNP, ESTEBAN ne détecte son métabolite urinaire, le mono-isononyl-
phtalate(MiNP) que dans 19,2% des échantillons. Aucun élément ne semble pertinent pour
expliquer ces différences. Cependant, il se pourrait que le MiNP ne soit pas le biomarqueur
d’exposition le plus pertinent pour ce phtalate ou bien encore que le bracelet, dans ce cas,

reflete plus une contamination de I'environnement qu’une dose interne ou excrétée.

Les pesticides recherchés sont soumis aux reglementations européennes des produits
phytopharmaceutiques n° 1107/2009 — PPP (tébuconazole, imdaclopride) et 5 molécules sur
10 sont soumises a celles des biocides n°528/29012 (perméthrine, fipronil, imidaclopride,
tebuconazole, propiconazole) (Annexe IV). La perméthrine est retrouvée dans 100% des
échantillons avec une médiane de 1128 ng/bracelet. Elle est utilisée comme produit
vétérinaire, anti-nuisibles, et traitement du bois. Aprés utilisation, sa demi-vie est de 13 a 42
jours, elle est donc relativement persistante. Les travaux de Mandin et al. 2015 démontrent
que la perméthrine est retrouvée dans 99% des poussieres domestiques et en concentrations
trés importantes. Elle persiste sous forme particulaire et est adsorbée par de nombreuses
surfaces, elle peut donc étre retrouvée longtemps aprés son utilisation (Hermant 2014). Cette
pollution des logements pourrait expliquer celle du bracelet. Les fréquences de détection de
la perméthrine, fipronil sulfone sont retrouvées en proportions similaires dans une étude de
2020 portant sur I'exposition cumulative aux POP d’enfants francais par analyse des cheveux
(Iglesias-Gonzalez, Hardy, et Appenzeller 2020). L’analyse capillaire permet d’apporter des
informations sur I'exposition chronique a certains polluants, c’est la matrice qui se rapproche
le plus de I'analyse du bracelet en silicone par son aspect de chronicité de I'exposition (1cm
de cheveux représente a peu pres 1 mois d’exposition). Bien qu’il n’existe a I’"heure actuelle
aucune étude évaluant la corrélation entre analyse capillaire et bracelet en silicone, I'analyse
de cheveux a révélé étre une matrice fiable et parfois supérieure a I'analyse de fluide
biologiques pour I'évaluation de I'exposition chronique a certains polluants (Appenzeller et

al. 2017). Les résultats de Iglesias-Gonzdlez, Hardy, et Appenzeller 2020 mettent en évidence
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des fréquences de détection de la perméthrine, du fipronil, fipronil sulfone de respectivement
de 87%, 98% et 75% dans cette étude. Au regard de notre étude, ces résultats d’occurrence
sont du méme ordre de grandeur que celle observée. Le fipronil est autorisé comme biocide
en Europe et peut donc étre communément retrouvé chez les individus pour ses propriétés
d’insecticide ou comme traitement vétérinaire. Concernant les biocides en général, il est
admis que le grand public est plus probablement exposé directement a ces produits,
contrairement aux insecticides a usage agricole. Des substances fongicides comme le
tébuconazole et le propiconazole sont par exemple incorporées dans les produits de
préservation du bois, ce qui constitue également un usage biocide. L'occurrence de 26,2% du
Diazinon est I'une des plus surprenante pour cette famille de substance. En effet, il est interdit
d’utilisation comme PPP mais également comme biocide, bien qu’il soit tres volatil, il n’est pas
persistant et ne semble pas avoir d’autres utilisations connues en Europe. Cependant, sa
présence dans les marchandises non alimentaires importées ne peut étre totalement exclue.
L'imidaclopride, un néonicotinoide est interdit d'utilisation agricole, a la seule exception d'une
utilisation dans le traitement des semences de betteraves sucrieres. Concernant |'utilisation
du tébuconazole comme PPP, il est généralement utilisé comme fongicide dans les céréales,
mais aussi dans une grande variété de fruits et légumes. En dehors d'un contact direct lors de
I'application par pulvérisation, il existe une exposition possible par le biais de I'alimentation
contenant des résidus (en particulier dans les fruits et légumes). Il a cependant aussi une
utilisation pour les plantes ornementales donc un contact dermique direct avec des fleurs
traitées ne doit pas étre négligé comme source potentielle d'exposition. Enfin, outre
I’exposition alimentaire, les études de qualité d’air réalisées par I'INERIS (Marliere et al.
2020.), notamment en région parisienne, montrent la présence importante de pesticides dans
I'air en région urbaine. De ce fait I'exposition par I'air environnant ne doit pas étre sous-
estimée et le bracelet en silicone semble apte a capter I'exposition aux pesticides dans
I’environnement.

Les perfluorés n’ont quasiment pas été détectés dans cette étude. Seul le PFOS est détecté
dans un échantillon mais n’a cependant pas pu étre quantifié. Ces résultats sont
contradictoires avec la quantification sériques des composés perfluorés chez des enfants de 6
a 17 ans entre 2014 et 2016 par I'étude ESTEBAN (« Imprégnation de la population francgaise
par les composés perfluorés. Programme national de biosurveillance, Esteban 2014-2016 », )

celle-ci retrouve du PFOA et du PFOS dans 100% des échantillons sériques. Cela est d’autant
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plus étrange que l'inhalation et I'ingestion de poussieres représenteraient pres de 50% des
expositions a ces substances, d’apres ESTEBAN. Cependant, d’apres I'expertise du laboratoire
Kudzu, on ne retrouve que des traces de ces deux composés dans les poussiéres domestiques,
cela semble cohérent avec les résultats de notre étude suggérant que le PFOA et le PFOS ne
sont que trés peu présents dans notre air intérieur. A I’heure actuelle, il n’existe pas d’étude
guantifiant le PFOA et le PFOS dans I'air intérieur francais, ce qui ne permet pas de comparer
nos résultats. Les réglementations entrées en vigueur, l'inclusion dans la convention
internationale de Stockholm du PFOA et du PFOS en 2009 et leur restriction d’utilisation
croissante depuis 2007, sembleraient avoir largement contribué a la diminution des
expositions domestiques a ces composés. Aussi, vis-a-vis de ces molécules, peut-étre que le
bracelet en silicone reflete davantage la contamination de I'environnement plutot que
I'imprégnation de I'organisme. L’hypothése d’une exposition aux perfluorés par I’alimentation
semble primer. Afin de le vérifier, une nouvelle quantification des taux sériques en PFOA et

PFOS pourrait étre réalisée.

L’exposition aux phénols et notamment au BPA se ferait, d’apres I’ANSES a 80% par ingestion
et seulement a 10% par inhalation et ingestion de poussieres contaminées. Les BPA, BPF et
BPS ont de faibles pressions de vapeurs et sont donc peu retrouvés dans I'air intérieur mais ils
sont fréquemment détectés dans les poussieres sédimentées du fait de leur migration a partir
des mobiliers et équipements fabriqués a partir de polyméres synthétiques. Ces constations
expliqueraient la différence avec les résultats de I'étude ESTEBAN (« Imprégnation de la
population francaise par les bisphénols A, S et F. Programme national de biosurveillance 2014-
2016»), qui quantifie ces trois phénols dans I'urine d’enfants francais de 7 a 15ans (Etude sur
les bracelets Vs Esteban) : BPA (44,7% ; 100%), BPF (0% ; 100%), et BPS(26,3% ; 100%).
Cependant, les phénols ayant de nombreuses applications, seraient tout de méme en mesure
d’expliquer les fréquences de détection obtenues. Le BPA ayant été banni des contenants en
contact direct avec les denrées alimentaires et des articles de puéricultures, les tendances
devraient diminuer au niveau de I'exposition par ingestion, au profit, de 'augmentation des
bisphénol S et F. Le Triclosan a longtemps été utilisé pour ses propriétés fongicides et
bactéricides mais d’aprés I'ECHA il ne devrait plus étre ni importé, ni produit en Europe.
Pourtant, il est dans, cette étude, retrouvé avec une fréquence de détection de 75%. Le site

de I'ECHA précise « cette substance est utilisée dans les produits suivants : cosmétiques et
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produits de soins personnels et d’autres rejets dans I'environnement de cette substance sont
susceptibles de se produire a partir de son utilisation en intérieur comme substance réactive ».
Le Triclosan serait notamment aujourd’hui utilisé comme conservateur dans les cosmétiques,
les produits d’hygiéne bucco-dentaire et les produits ménagers. L'exposition a des substances
comme le Triclosan a travers des marchandises importées est aussi une source a ne pas
négliger car les contréles sur les produits non alimentaire sont trés peu réalisés. Levasseur et
al. 2020 a également recherché et quantifié des phénols grace au port du bracelet en silicone.
Il a, de plus, pu corréler ces résultats avec les concentrations mesurées dans les urines. Il
révele que 100% des échantillons sont contaminés au BPA (Il s’agit d’'une étude Américaine,
les réglementations relatives au BPA y sont différentes). Malgré cette fréquence de détection,
les taux de BPA dans les bracelets n’étaient pas associés aux taux urinaires. Levasseut et al.
conclut que ces résultats pourraient s’expliquer par la présence du BPA dans les contenants
alimentaires, ce qui refléterait I'exposition majoritaire par ingestion. Pour ce qui est du
Triclosan, la fréquence de détection est de 99% et la médiane est également élevée (180ng/g),
I’étude conclut a une corrélation positive entre les résultats obtenus entre les bracelets en
silicone et les biomarqueurs urinaires. Les auteurs suggerent par cette étude que
I'environnement domestique est une source importante d'exposition qui a été insuffisamment
étudiée pour certains phénols environnementaux et que les associations mises en évidence
entre les bracelets et les biomarqueurs d'exposition laissent a penser que les bracelets en

silicone constitueraient un outil d'évaluation de I'exposition approprié pour certains phénols.

Les COSV sont omniprésents dans les environnements intérieurs, car ils sont libérés par de
multiples sources des habitats et s'adsorbent ou s’absorbent sur de nombreuses surfaces
intérieures (« SVOCs and Health | Indoor Air Quality (IAQ)) mais également a travers la peau
pour ensuite circuler dans I'organisme (Lewis et al. 1995). Méme si les sources d'origine sont
éliminées, les COSV persisteront a l'intérieur pendant des semaines voire des années, car de
nombreuses surfaces intérieures en sont imprégnées, cela explique que l'on retrouve
certaines substances, en fréquence importante, alors que leur utilisation n’est pas
guotidienne. Plus récemment, les observations indiquent que I'absorption cutanée des COSV
par I'hnomme peut étre beaucoup plus importante que ce que I'on estimait jusqu'a présent, et
gu'elle pourrait étre égale voire supérieure a I'absorption par inhalation (Weschler et Nazaroff

2012).
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De précédentes études (Donald et al. 2016) (O’Connell, Kincl, et Anderson 2014) ont montré
gue les bracelets en silicone permettaient de capturer une large gamme de molécules avec
des log Koctanolfeau Variant de -0.07 (caféine) a 9.49 (tris(2-ethylhexyl) phosphate). Les
molécules absorbées sont aussi définies selon le 10g Koctanol/air, QUi renseigne sur la partition
d’un composé entre I'air et une matrice (Pelletier et al. 2017), ainsi les bracelets en silicone
peuvent échantillonner des molécules avec des log Koctanol/air allant de 3,3 (toluéne) a 16
(tétrabromophtalate de di(2-éthylhexyle)), ce qui couvre I'ensemble de nos molécules.
L’analyse des log Koctanoi/eau €t des 108 Koctanol/air montre que les bracelets en silicone ont la
capacité d’absorber des molécules présentant des propriétés physico-chimiques variables. Les
éléments d’interprétation discutés ci-dessus mettent en évidence la capacité des bracelets en
silicone a donner une idée relativement précise de I'exposition par voie d’inhalation et/ou
d’absorption cutanée. Il est important de souligner que quel que soit le lycée, les fréquences
de détection sont relativement homogénes. Dans le cas de cette étude, s’intéressant
particulierement aux risques de perturbations endocriniennes engendrées par ces substances,
la preuve de I'exposition, suggérée par I'occurrence de chacune des molécules prévaut sur la
guantification de ces derniéres. En effet, sur une semaine d’exposition, le bracelet en silicone
montre des profils d’exposition similaires entre lycées, impliquant que, méme a de faibles
doses, ces expositions seraient continues et chroniques. Dans le cas contraire, c’est-a-dire si
ces expositions n’étaient qu’exceptionnelles, alors il ne serait pas possible d’observer des
profils d’exposition si semblables. Nous considérons avoir, grace a ces six lycées, une bonne

représentation de I’exposition des lycéens d’lle de France a ces substances.

e Recherche de déterminants d’exposition.
En proposant aux volontaires de répondre a un questionnaire sur certaines de leurs habitudes
de vie, I'objectif était de confronter les concentrations, mesurées grace au bracelet, avec les
réponses de chacun. Certaines expositions relevées par le bracelet pourraient ainsi étre en
partie explicables par un comportement ou un mode de vie : des déterminants d’exposition.
Plusieurs des associations testées n’ont pas donné de résultat, quelles que soit la famille de
substance avec laquelle elles étaient testées. Les expositions aux phtalates ont pu étre
corrélées au sexe. Le DnBP et le DEP sont significativement plus concentrés chez les femmes
gue chez les hommes, cela pourrait s’expliquer par une utilisation plus importante de produits

d’hygiene et cosmétiques par les femmes. Par exemple, on remarque que l'utilisation
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quotidienne de creme hydratante représente 31% de femmes contre seulement 7%
d’hommes. Ces résultats rejoignent I’hypothése selon laquelle les femmes sont plus exposées
aux phtalates par I'intermédiaires de produits d’hygiene corporel et de beauté, comme |'ont
démontrée plusieurs études réalisées par la recherche de métabolites de phtalates a partir
des urines (Berger et al. 2019)(Parlett, Calafat, et Swan 2013).

Une tendance non significative est observée avec le facteur « aération de la chambre » et les
phénols. Les personnes déclarant ne pas aérer leur chambre semblaient plus exposées au
Triclosan. Comme cela a été précédemment explicité, le Triclosan pourrait étre bien plus
présent dans nos environnements que ce I'on pourrait penser. Le fait d’aérer son habitat
régulierement permettrait ainsi d’éliminer le Triclosan de I’air avant qu’il ne sédimente dans
les poussieres.

Enfin, les tendances observées sur le graphique entre les pesticides et le fait d’étre en contact
avec des plantes ou des animaux, se sont avérées significatives pour le fipronil, le fipronil
sufone et la perméthrine. Le Fipronil est un insecticide, il est utilisé en Europe notamment
comme produit vétérinaire pour les animaux non comestibles et pour la production horticole
mais il n’a pas d’autorisation pour un usage agricole. La perméthrine, comme cela a été
explicité plus t6t, est également uninsecticide. Elle a diverses applications (traitement du bois,
anti moustique, anti-acarien..) et est I'un des pesticides les plus détectés dans les mesures de
poussieres domestiques. Ces applications pourraient expliquer en partie la corrélation
positive entre « contact plante/animaux » et les concentrations en Fipronil et perméthrine
Seulement deux facteurs se sont avérés significativement corrélés avec les concentrations de
substances recherchées. Cela montre que les expositions sont modulables par certaines
habitudes de vies mais le questionnaire, qui se voulait intentionnellement simple, manquait
probablement de détails. De fait, il est délicat de mettre en évidence un lien entre les
concentrations de substances et un facteur en particulier étant donné I’exhaustivité des
sources d’expositions possibles. Cependant les différences trés importantes entre les
concentrations minimales et maximales qui sont observées, notamment pour les phtalates, le
triclosan et certains pesticides, devraient pouvoir étre expliquées par des facteurs qu’il serait

intéressant d’investiguer.
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e Echantillonneur passif et/ou outil de biométrologie ?
D’aprés les données de la littérature, les bracelets en silicone rendraient compte de
I'exposition par voie d’inhalation et d’absorption cutanée et ainsi de [I'exposition
environnementale. Cependant, la recherche du métabolite, le fipronil sulfone, et sa détection
dans 73,5% des échantillons suggerent que le fipronil soit métabolisé par I'organisme humain
ou bien encore par un organisme animal auquel I'homme serait exposé a travers
I’alimentation. D’apres le rapport de I’ANSES, « PESTI-HOME » (« Pesti’home. Rapport ANSES
2019 » ), le fipronil est la 7°™ substance pesticide la plus stockée et utilisée chez les domiciles
de particuliers. Dans ce contexte, le fipronil pourrait étre absorbé directement par contact
cutanée, étre inhalé, ou ingéré a travers les poussiéres. Son absorption serait majoritaire par
voie digestive (Pelissie 2009) et son métabolite principal est le fipronil sulfone, produit de
I'oxydation de la fonction sulfoxyde du fipronil par le cytochrome P450 (CYP3A4 et CYP2C19).
Ce métabolite peut néanmoins aussi étre un produit de dégradation dans les sols par des
bactéries (Brennan et al. 2009). De plus, il convient de noter qu’indépendamment du statut
d'approbation des actifs, qui régit la mise sur le marché (et I'utilisation) dans I'UE, I'exposition
par le biais de l'alimentation n'est pas exclue, en raison de la consommation d'aliments
importés de pays tiers. Les aliments peuvent contenir des résidus de PPP non approuvés, qui
devraient cependant étre inférieurs aux limites maximales de résius (LMR), autorisées par
EFSA et l'ingestion de ces aliments peut conduire a une absorption de ces substances
également. Le rapport de I'EFSA, publié en 2020, sur les résidus de pesticides (Medina-Pastor
et Triacchini 2020) met effectivement en évidence la présence de résidus de fipronil dans des
denrées animales et végétales, parfois méme a des concentrations supérieures aux LMR et
provenant aussi de pays européens. De ce fait, il n’est pas exclu que I'exposition au fipronil ou
a ses métabolites passe par l'alimentation et qu’il puisse étre ensuite métabolisé par
I’organisme humain. Ce métabolite pourrait potentiellement étre excrété au niveau de la peau
et ainsi étre retrouvé sur le bracelet en silicone directement par contact cutané. Cette
hypothése est également évoquée par les travaux de Aerts et al. 2018, qui retrouve du fipronil
sulfone sur les bracelets portés par les individus mais n’en retrouve pas sur ceux simplement
déposés aux domiciles ou aux bureaux de ces mémes personnes. Afin de vérifier cette
hypothése, il serait intéressant de réaliser une nouvelle étude consistant a faire porter le
bracelet en silicone au poignet, en contact directement avec la peau et un autre accroché a

un vétement ou du moins évitant le contact cutané mais permettant le port en continu
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pendant 7 jours. La recherche du fipronil et de son métabolite permettrait de conclure quant
a la possibilité d’une excrétion sur le bracelet par contact cutané. A cette méme étude pourrait
étre ajouté le tébuconazole et ses métabolites, dont I'EFSA, dans le méme rapport, indique
gue des résidus >LMR sont retrouvés. Les métabolites des bisphénols, qui sont des
glucuronides pourraient également étre recherchés.

La recherche des produits de métabolisation comme biomarqueur de I'exposition devrait étre
envisagée afin d’améliorer les connaissances sur les sources d’exposition. De plus, s’il s’avérait
gue le bracelet absorbe également les composés qui ont été métabolisés par I'organisme alors
il pourrait étre considéré comme un outil de biométrologie, parallelement a celui d’étre un

échantillonneur passif.

e Avantages, limites et perspectives

L'utilisation du bracelet en silicone permet de répondre a certaines problématiques qui
n’étaient probablement pas justement prises en considération auparavant : 1) Certaines
substances perturbatrices endocriniennes, telles que les phtalates ou les bisphénols ont des
temps de demi-vie de quelques heures du fait de leur métabolisation et élimination rapides
(Koch et Calafat 2009). Ainsi, un prélévement sanguin ou urinaire peut sous-estimer une
concentration ou ne rien révéler s’il n’est pas réalisé au moment opportun. 2) La prise en
considération de I'absorption cutanée. En effet, suite a I'absorption cutanée, les enzymes de
métabolisation et de détoxification rencontrées ne sont pas les mémes que celles mises en
jeu au cours d’une absorption orale ou pulmonaire (Pyo et Maibach 2019). Elles n’ont donc
pas les mémes capacités métaboliques. De ce fait, en considérant uniquement des
métabolites sanguins et urinaires connus, il serait possible de ne pas détecter le dosage de
substances meres ou de métabolites méconnus, qui feraient suite a une absorption cutanée.
Cela engendrerait donc une sous-estimation des concentrations internes. Le bracelet en
silicone permet d’'y remédier en prenant en compte I'absorption cutanée, bien que des
travaux de recherche restent absolument essentiels a la compréhension de ces mécanismes
d’absorption et de métabolisation.

Cette étude exploratoire a permis d’établir des données statistiques sur les substances
absorbées par le bracelet, nécessaires a I'interprétation des résultats. Grace a cela nous

contribuons a la construction d’'une base de données sur I'exposition des lycéens a certains
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perturbateurs endocriniens, a travers leur environnement et grace a ce nouvel
échantillonneur passif. Nous évoquons également la possibilité pour les bracelets de capter
également certaines des excrétions de I'organisme par la sueur, qui pourraient résulter d’'une
exposition par I'inhalation, I'ingestion ou I'absorption cutanée. Nous ne pouvons cependant
pas conclure sur cette derniere hypothése grace aux seuls résultats de cette étude. L'étude
gue nous avons menée est, a notre connaissance, I'une des premiére étude francaise utilisant
ces bracelets. Elle apporte d’intéressantes informations sur les expositions des lycéens en IDF.
En démontrant que les fréquences de détection sont homogénes sur les 6 lycées, nous
pouvons conclure que I'emploi des bracelets en silicone a permis d’obtenir une bonne
représentation de I'exposition. Ces occurrences devraient ainsi étre généralisables a
I'ensemble des lycées d’lle de France. Afin de réaliser une comparaison, |l serait intéressant
de réaliser cette méme expérience dans une autre région francaise. Les substances faiblement
guantifiées ou <LQ tendent a faire penser a une exposition chronique a de faible niveau . D’un
autre coté, les molécules avec des concentrations tres variables (les phtalates, la perméthrine)
montrent que les bracelets sont assez sensibles pour mettre en exergue les différences
d’expositions interindividuelles. Bien que nous ne puissions conclure sur les facteurs
expliquant ces différences, les tendances observées mettent sur la piste d’éléments a
approfondir.

Plusieurs limites a cette étude doivent aussi étre relevées. Premiérement, la pandémie de
COVID19 a pu jouer sur les résultats obtenus, de par l'utilisation répétée de produits
nettoyants et bactéricides, comme le gel hydro-alcoolique mais également car les bracelets
ont été portés par les lycéens durant des périodes de confinement. De ce fait, les activités de
chacun n’ont pas pu étre représentatives de leur « vie normale » et le temps passé au sein du
domicile s’est vu tres largement augmenté. Concernant le questionnaire, celui-ci se voulait
simple mais il manquait probablement de détail, limitant les associations qui auraient pu étre
faites. A propos des substances recherchées, il aurait été judicieux d’ajouter certains des
métabolites et ce point ne doit pas étre négligé dans une future étude afin d’améliorer la
compréhension des voies de contamination des bracelets en silicone.

Les résultats de cette étude exploratoire rejoignent dans I'ensemble les constations et
tendances décrites par d’autres étude, ce qui conforte I'idée que l'utilisation des bracelets en
silicone présente un intérét dans I’évaluation de I'exposition humaine et notamment celle aux

perturbateurs endocriniens. Dans I’évaluation spécifique des substances perturbatrices
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endocriniennes, la preuve d’'une exposition devrait primer sur la quantification de ces
substances. L'établissement de VTR ne semble effectivement pas étre pertinente avec les
propriétés de ces substances, dont I'action a faible dose pourrait s’avérer plus néfaste que
celle a des concentrations plus élevées (principe de doses/réponses non monotones).
L'utilisation des bracelets en silicone apporte un avantage majeur en comparaison avec les
méthodes de biométrologie classiques : ils permettent de mesurer I'exposition durant une
période et non a un moment t. Cela permet d’avoir ainsi une représentation de I'exposition
chronique mais aussi de prendre en considération I'exposition a des mélanges de molécules,
ce qui pourrait renseigner sur I'effet cocktail des substances perturbatrices endocriniennes.
L'utilisation de ces bracelets comporte également de nombreux avantages d’un point de vue
pratique ce qui fait d’eux une technologie d’échantillonnage précieuse. Premiérement ils sont
extrémement simples a utiliser, ne sont pas invasifs, ni contraignants. Le pré-lavage en
laboratoire et 'utilisation de I'aluminium au cours du transport et du stockage préviennent
une contamination en dehors de la période de port, comme I'a démontré I'analyse des blancs
témoins. llIs simplifient également la mise en place d’études sur des aspects réglementaires
en comparaison a l'utilisation d’une matrice biologique. Leur poids (<10g/bracelet) et leur
facilité de stockage (a température ambiante) permettent d’envisager des transports
nationaux et internationaux peu contraignants et économiques. Les procédures d’extraction
par le laboratoire sont plus aisées que pour d’autres matrices (cf. extraction sur matrice
capillaire), et enfin ils ont un co(t total réduit permettant d’effectuer ces analyses sur un plus
grand nombre. Il serait ainsi envisageable d’imaginer pouvoir proposer ces analyses a certains
corps de métiers particulierement exposés, a certaines populations a risques (enfants,
femmes enceintes) ou encore par exemple, au cours de rendez-vous médicaux pré-
conceptionnels. L'objectif de la santé environnementale étant d’essayer de réduire les
expositions en amont de l'apparition de certaines pathologies, dues entre autre a des
perturbations hormonales.

Soucieux d’améliorer la compréhension de ce que représentent ces bracelets, nous mettons
en place une seconde étude, jamais réalisée a notre connaissance. Cette étude porte sur une
cohorte de 30 adultes, chez qui le port du bracelet pendant 7 jours est suivi d’'un prélevement
capillaire, comme cela a été suggéré par Wang et al. 2020. L’analyse capillaire étant celle se
rapprochant le plus du bracelet par la prise en considération d’une période d’exposition plutot

que d’'un moment précis : 1cm de cheveux représente en moyenne 1 mois d’exposition.
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L’objectif est d’évaluer s’il existe des corrélations positives sur les substances retrouvées entre
ces deux matrices, ce qui permettrait de renforcer I'hypothése que le bracelet est
représentatif des contaminations internes a I'organisme, comme cela a été précédemment
réalisé avec d’autres matrices biologiques (sang et urines).

Aussi, aux termes de ce projet de sensibilisation aupres de lycéens, nous avons pu constater
I'intérét porté pour thématique abordée et la grande volonté de participer a ce projet de
recherche. Cela confirme I'importance de la sensibilisation auprés d’un jeune public et
I'utilisation du bracelet en silicone, qui, dans ce cadre, a permis de servir des intéréts
pédagogiques tout en constituant une précieuse base de données sur I’exposition des lycéens

d’lle de France.

8. CONCLUSIONS

Cette étude a permis d’obtenir les premiers résultats concernant I'exposition de lycéens
franciliens a des substances perturbatrices endocriniennes, grace a I'utilisation de bracelets
en silicone. L'analyse des bracelets, aprées leur port pendant 7 jours, met en évidence des
signaux quantitatifs pertinents. Les fréquences de détection sont homogeénes entre les
différents lycées et sont généralement cohérentes avec les résultats de travaux comparables.
Les phtalates sont les plus largement représentés, tant en terme d’occurrence que de
concentration. La perméthrine, le fipronil sulfone et le triclosan sont également détectés dans
plus de 70% des bracelets. Les résultats de cette étude permettent de conclure que les
bracelets en silicone présentent un intérét dans I’évaluation de I’exposition aux perturbateurs
endocriniens. De plus, ils présentent des avantages d'un point de vue budgétaire,
d’acceptabilité et de facilité de déploiement non négligeables qui permettent d’envisager
diverses applications. lls semblent d’autant plus utiles pour la mesure de substances qui ont
des demi-vie métaboliques courtes, en fournissant une mesure intégrée. A I’heure actuelle,
il manque une calibration pour inférer avec les expositions réelles de I'organisme, que nous

espérons obtenir grace a la comparaison bracelets en silicone/échantillons capillaire.
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9. ANNEXES

*®
MODE D'EMPLOI kudzu

SCIENCE

Kit Kudzu

Bracelet

Vérifiez le contenu de votre kit Kudzu

Si vous ne réalisez pas votre prélévement immédiatement, ne déballez pas le matériel
Votre kit Kudzu Bracelet contient :

Une pochette plastique avec fermeture zip = Une fiche de prélevernent
contenst = A retourner avec votre prélivement.

Une enveloppe retour prépayée,
pour Fenvoi de votre préldvement &
Kudzu Science (depuls la France
Le bracelet en silicone servant au prélévement. emballé dans du papler aluminium. métropolitaine uniquement).

A conserver impérativerment pour le retour de l'échantillon E

Si un élément de votre kit venait & manquer, contactez-nous & ['adresse infomkudzuscience.com ou au 03.69.61.46.00

2 Réalisez votre prélevement

. Sortez le bracelet du papler aluminium.
Gardez peicieusement le papier aluminium e¢ la pochette plastique car s sont
bles pour l'envel de. P .

. Mettex e bracelet 3 votre poignet. Votre prélévement débute.
> Continuex A vivie nocmalement

- Vous devez porter le beacelet pendant 7 jours consécutifs
Ce délai est indispensable pour garantir des résulzats fables

* Gardez-le méme pour dormir et prendre des douches

- Indiquez la date et I'heure du début du prélévement sur s fiche de
B peéitvement. Le reste des informations est & comphéter & la fin des 7 jours

w2

. Enlever le beacelet de votre poignet, et emballer-te dans s pageer sluminism
- Insérez le tout dans La pochette plastique et refermex La

/ - Indiguez sur La fiche de préléverment Ls date et [heure de La fin du prélévement

- Attention | De la S du prélévement 3 lenvoi au laboratoire, il est indispensable de
conserver le prélévement au réfrigérateur (pochette fermée)

- . Préparez Uenveloppe retour prépayée.
Vous pouver noter le numéro de Lettre Suivie pour sulre I'acheminement de
o —> votre préévement vers ke Liborataire

—_ n Glisses-y la pochette plastique conterant le bracelet emballé dans le papier
e airwi que La fiche de prélévement.

- =~ u - Fermez Uenveloppe et déposer-La damn wve bote aux lettres ou daes un bureau
do Poste

Vous avez une question ? Besoin d'un ig! ou d'un conseil ?

N'hésitez pas & contacter notre Service Client par email 3 |'adresse info@kudzus
ou par téléphone au 03.69.61.46.00.

LRO)
kudzu
SCIENCE
Annexe | : Kit d’utilisation du bracelet en silicone



QUESTIONNAIRE de PARTICIPATION

Projet de sensibilisation des lycéennes et lycéens de la Région fle-de-France
aux perturbateurs endocriniens

P LYCe e

» Sexe: Femme Homme
> Taille :..ceeeeeeu cm

» Poids :............. kg

> Jevisen: milieu urbain / Milieu rural
> J'aére ma chambre: Oui / Non

» Mon solesten PVC: Oui / Non

> Jutilise une créme hydratante : Jamais / Parfois/ Tous les jours

» Jutilise du déodorant : Jamais / Parfois/ Tous les jours
» Jutilise du parfum : Jamais / Parfois/ Tous les jours
» Jutilise du maquillage : Jamais / Parfois/ Tous les jours

> Je préte attention aux différents labels dans mes cosmétiques ?
(D'origine Naturelle, CosméBio, Sans Paraben, sans BPA, etc.)

Oui / Non

A\

J'utilise des applications orientant le choix de mes cosmétiques (Yuka, Cosmetics, UFC-Que choisir) ?
Oui / Non
» Je mange des plats préparés a réchauffer au micro-onde ?
Jamais / Plusieurs fois par mois / Plusieurs fois par semaine / Tous les jours
» Je consomme des aliments bio :
Jamais / Detempsentemps / Systématiquement

> Je suis en contact avec des plantes et/ou des animaux qui recoivent des traitements (herbicides,
insecticides, antipuces...)

Oui / Non

Annexe Il : Questionnaire de participation
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Sexe
Homme
Femme
IMC
<249
> 25
Milieu
Urbain
Rural

Aération quotidienne
de la chambre

Oul

NON

Sol en PVC

oul

NON
Utilisation Créeme
hydratante

jamais

Parfois

Tous les jours
Utilisation déodorant

jamais

Parfois

Tous les jours

(V.A) pourcentage

(63) 40,6%
(92) 59,3%

(66) 88,3%
(18) 11,6%

(131) 83,8%
(24) 16,1%

(144) 92,9%
(1) 7%

(29) 18,7%
(117) 75,4%

(22) 14,1%
(40) 25,8%
(62) 40%

(12) 8,3%
(40) 27%
(103) 66,4%

Utilisation Parfum
Jamais
Parfois
Tous les jours
Utilisation maquillage
Jamais
Parfois
Tous les jours
Attention prétée aux labels cosmétiques
Ooul

NON
Utilisation d'application pour le choix
des cosmétiques
Ooul
NON
Consommation aliments bio
Jamais

Parfois
Systématiquement
Plats préparés réchauffés au micro-onde
Jamais
Plusieurs fois par mois
Plusieurs fois par semaine
Contact avec plantes et animaux

(V.A)
pourcentage

(35) 22,5%
(63) 40,6%
(57) 36,7%

(81) 52,2%
(47) 30,3%
(27) 17,8%
(54) 35,4%
(101) 65,1%
(41) 26,4%
(114) 73,5%
(21) 13,5%

(115) 74,8%
(19) 12,5%

(65) 41,9%
(70) 45,1%
(20) 12,9%

Ooul (58) 37,4%
NON (97) 62,5%
Annexe Ill : Réponses aux questionnaires
Fonction PPP biocide Classification CLP
Acute Tox. 4 H332
Acute Tox. 4 H302
. . Skin Sens. 1 H317
Perméthrine IN non-approved approved Aquatic Acute 1 H400
Aquatic Chronic 1 H410
Acute Tox. 4 H302
Diazinon IN non-approved non-approved | Aquatic Acute 1 H400
Aquatic Chronic 1 H410
Acute Tox. 3 H331
Acute Tox. 3 H311
. - Acute Tox. 3 H301
Fipronil IN/AC non-approved approved STOT RE 1 H372
Aquatic Acute 1 H400
Aquatic Chronic 1 H410
Acute Tox. 4 H302
Imidaclopride IN non-approved approved Aquatic Acute 1 H400
Aquatic Chronic 1 H410
Carc. 2 H351
STOT RE 2 H373 (blood)
Isoproturon HE non-approved non-approved Aquatic Acute 1 H400
Aquatic Chronic 1 H410
Repr. 1B H360D
Acute Tox. 4 H302
Propiconazole FU non-approved approved Skin Sens. 1 H317
Aquatic Acute 1 H400
Aquatic Chronic 1 H410
Acute Tox. 3 * H301
Propoxur IN non-approved non-approved | Aquatic Acute 1 H400
Aquatic Chronic 1 H410
Repr. 2 H361d
Acute Tox. 4 H302
Tebuconazole FU approved approved Aquatic Acute 1 H400
Aquatic Chronic 1 H410
Skin Irrit. 2 H315
. Eye Irrit. 2 H319
Triclosan FU/BA non-approved non-approved | s atic Acute 1 H400
Aquatic Chronic 1 H410

Annexe IV : Statuts reglementaires européen des pesticides
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RESUME :

La problématique des perturbateurs endocriniens (PE) prend de plus en plus d‘ampleur au sein de la
communauté scientifique, car la totalité de la population y est quotidiennement exposée. Le
développement d’outils simplifiant I’évaluation de I'exposition de la population aux PE permettrait
d’améliorer les connaissances en santé environnementale et trouverait sans aucun doute de
nombreuses applications. C'est dans ce contexte, que notre étude tente d’évaluer l'intérét des
bracelets en silicone, une matrice d’échantillonnage passif, non-invasive, peu onéreuse et tres simple
a déployer pour apprécier les expositions aux perturbateurs endocriniens de lycéens d’lle de France.
Les lycéens franciliens ont accepté de porter un bracelet en silicone pendant 7 jours et répondu a un
qguestionnaire sur leurs habitudes de vie. Quatre familles de substance (Phtalates, Pesticides,
Perfluorés, Phénols), suspectées d’étre perturbatrices endocriniennes, ont été recherchées. L'analyse
des bracelet (LC-MS/MS et GC-MS/MS) révele des fréquences de détection homogénes entre les
lycées. Les phtalates sont la famille la plus largement représentée, la perméthrine et le fipronil sulfone
(pesticides) ainsi que le triclosan (phénol) sont détectés dans plus de 50% des bracelets. Ces
occurrences sont dans I'ensemble cohérentes avec ce qui a pu étre constaté au cours d’études
s’intéressants aux mémes substances. Les concentrations de chacune des substances sont, quant a
elles, hétérogénes entre les lycéens et seuls deux facteurs du questionnaires sont corrélés a des
concentrations. Nos résultats suggerent que les bracelets en silicone sont des outils d’échantillonnage
passifs et individuels d’intéréts pour [’évaluation de I'exposition aux perturbateurs endocriniens,
notamment car ils rendent compte d’une exposition cumulée.

ABSTRACT :

The issue of endocrine disruptors raises concerns in the scientific community. Indeed, on a daily basis
the whole population is exposed to these substances. Developing tools to simplify the exposure
assessment would improve knowledge on environmental health and could undoubtedly find numerous
applications. In this context, this study intends to assess the interest of silicone wristbands, a passive
sampling matrix, non-invasive and inexpensive, to assess the exposure to endocrine disruptors of
teenagers of the Région lle de France. The students wore the silicone wristband over a 7 days period
and answered simple questions about their life habits. We focused on four classes of substances
(Phtalates, Pesticides, Perfluorinated compounds, Phenols), suspected to cause endocrine disruptive
effects. The analysis (LC-MS/MS and GC-MS/MS) revealed homogeneous detection frequencies for
each high school. Phthalates have been detected in each and every sample. Permethrin, fipronil
sulfone (pesticides) and triclosan (phenols) have been detected in more than 50% of the wristband.
These detection frequencies are rather consistent with previous work on the subject. The
concentration of each substance was heterogeneous among high school students and only two factors
of the questionnaire were correlated with these concentrations. Our results suggest that silicone
wristbands are passive and individual sampling tools, which are of interest for the assessment of
exposure to endocrine disruptors, notably as they can capture an aggregate exposure to these
compounds.




