RAPPORT D’ACTIVITE 2019

Connaitre, évaluer, Pro-réger




ANSES ©LABORATOIRE DE FOUGERES

Présentationv

'expérience des soixante-et-un
agents du Laboratoire de Fougeres
est reconnue dans les domaines
de l'analyse des résidus de
médicaments vétérinaires et de
biocides dans les produits animaux,
la modélisation du devenir et des
effets des médicaments vétérinaires,
I'évaluation des effets antibactériens
et la caractérisation de dangers
toxicologiques pour la santé
humaine des contaminants d’origine
naturelle (toxines) ou associés
aux activités humaines (produits
phyto-sanitaires, nanomatériaux).
Ces savoir-faire contribuent a la
surveillance de dangers dans le
cadre de ses mandats de référence :

laboratoire national de référence
pour les résidus de médicaments
vétérinaires et pour la résistance
aux antibiotiques, laboratoire de
référence de I’Union européenne
pour les résidus d’antibiotiques et de
colorants a activité pharmacologique.
Les connaissances acquises
dans le cadre de ses projets de
recherches, nationaux ou européens,
sont utilisées pour progresser
dans I’évaluation des risques via
I’expertise de ses scientifiques.
Le laboratoire est en charge de la
plateforme d’analyse statistique et
de la plateforme d’analyse d’images
a haut contenu informatif de I'’Anses.

« Le Laboratoire

est en charge

de la plateforme
d'analyse statistique
et de la plateforme
d'analyse d'images

a haut contenu
informatif. »

Contextev

Début 2019, I’Anses a signé une
convention de partenariat avec
I’Université de Rennes autour de
la constitution d’un groupe de
recherche et d’expertise sur I'expo-
some (Greex). L'exposome se définit
comme I'ensemble des expositions
a des agents biologiques, chimiques
et physiques ayant un effet sur
notre santé tout au long de notre
vie. Les progres dans le domaine
de I'analyse physico-chimique
renforcent la capacité a recueillir
de plus en plus d’informations sur
ces expositions tandis que ceux en
biologie permettent de caractériser
leurs effets au niveau cellulaire.
L’accroissement des connaissances
en biologie sur le fonctionnement
des organes et organismes modifie
notre maniere d’appréhender les
notions de dangers et de risques et
la fagon de les étudier. Nos travaux
sont menés sur les médicaments

vétérinaires et leurs résidus, I'in-
fluence des antibiotiques et des
désinfectants sur la résistance aux
antibiotiques, la caractérisation du
devenir des substances au niveau
cellulaire et la mesure des effets
toxiques in vitro et in vivo. Le Labo-
ratoire de Fougeres exploite des
technologies recueillant de plus en
plus de données dont I'analyse et
la compréhension sont permises
par les capacités croissantes de
calcul et de modélisation informa-
tique. Ces travaux contribuent a
caractériser différentes étapes de
la chaine d’évenements menant de
I'exposition a une ou des substances
ala survenue d’effets indésirables.
Le Laboratoire déploie avec ses
partenaires ces outils et méthodes
afin de contribuer a une évaluation
du risque toxique selon les concepts
de la toxicologie du 21¢ siecle.

CHIFFRES-CLES

rapports d’analyse
émis

rapports d’EILA terminés

publications
dans des revues A et A+

théses en cours
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Travaux realisés
et faits
marquantsv

Le projet Listadapt (2019-2020) financé dans le
cadre du programme conjoint européen One Health
vise a décrypter les mécanismes de I'adaptation de
Listeria monocytogenes (Lm) a différentes niches
écologiques (sol, aliment, animal, environnement).
Les génomes de 2000 souches de Lm ont été
séquenceés et analysés pour identifier des mar-
queurs génétiques de I’adaptation. Le laboratoire
de Fougeres, responsable d’un workpackage, a
mené des travaux plus particulierement sur la
caractérisation phénotypique de la sensibilité des
souches de L. monocytogenes a des antibiotiques
et des biocides. Parmi les résultats marquants,
I’exposition in vitro de L. monocytogenes a des
ammoniums quaternaires, largement utilisés comme
désinfectants en industrie agro-alimentaire conduit
a une augmentation stable pour une dizaine de
souches de la résistance a un antibiotique (cipro-
floxacine) de la famille des céphalosporines de

L’unité Toxicologie des contaminants
s’est associée a I'unité Expérimentation,
modélisation, analyse de données dans
un projet financé par la région Bretagne
dans un double objectif : développer un
modgle de macrofluidique en toxicologie
cellulaire et des outils d’extrapolation
de Iin vitro a I'in vivo (IVIVE) dans le
cadre de la caractérisation du danger
des contaminants alimentaires. Ces
travaux ont permis de définir les para-
métres toxicocinétiques in vitro d’une
mycotoxine émergente, I’Enniatine-B,
qui vont alimenter les outils de simulation
PK-Sim® et Simcyp®, permettant les
extrapolations IVIVE.

TOXICOLOGIE

3¢ génération. D’autres tests phénotypiques sur
les capacités d’adhésion, de formation de bio-
films et de survie dans différents systemes de
laboratoire sont réalisés par les autres partenaires
du projet. Une étude d’association est en cours
pour identifier les corrélations entre les données
phénotypiques et génotypiques.

Dans le cadre d’un stage de master, I’exposition
a un autre composé biocide (polyhexamethyléne
biguanide) a montré I’'apparition d’un morphotype
de taille réduite et de résistance a la gentamicine
chez des souches d’Escherichia coli cultivées en
biofims. Le séquengage de ce variant phénotypique
en parallele du sauvage a permis la détection
d’une mutation non-sens. Des analyses du niveau
d’expression différentiel de certains genes sont
en cours pour relier cette mutation au phénotype
observé afin de mieux comprendre le mécanisme
d’adaptation de ces souches d’Escherichia coli.

« L'unité
Toxicologie des
contaminants s‘est
associée a l'unité
Expérimentation,
modélisation,
analyse de données
dans un projet
financé par la
région Bretagne. »
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Organisé par la Société frangaise de toxicologie
génétique sous la présidence d’un scientifique
du laboratoire et avec la participation active de
nos collegues de I'Institut de recherche en santé,
environnement et travail de Rennes, le 47¢ congres
de la Société européenne de mutagenése envi-
ronnementale et de génomique (EEMGS) a réuni
plus de deux cents scientifiques au sein de I'Ecole
des hautes études en santé publique de Rennes
pendant quatre jours, en mai 2019, sur le theme
« Genotoxicology and cancer: Science challenges
solved by transdisciplinary collaboration ». Ce
congres a été I'occasion d’assister a des conférences

plénieres exceptionnelles, en particulier celle de
Christian Tomasetti de I’'université Johns-Hopkins
(USA) sur « Stem cell divisions, cancer etiology,
and mutational signatures », et celle de Kristine
Witt du NIEHS (USA) sur « Bridging traditional
genetic toxicology and high throughput screening
approaches: the Tox21 program ». Quatorze ses-
sions scientifiques, soixante-dix orateurs, deux
sessions posters et deux ateliers ont animé ce
congres. Il a permis de mettre I’accent sur la
position internationale de I'unité de toxicologie
du Laboratoire de Fougeres dans le domaine de
la toxicologie génétique.

Dans le cadre de ses missions
de référence, le Laboratoire
a réalisé le développement
et la validation de plusieurs
méthodes analytiques par chro-
matographie liquide couplée
a la spectrométrie de masse
en tandem. Parmi celles-ci,
une méthode permettant la
confirmation des résidus de
nitrofurannes incluant le nifursol
a été validée dans les viandes
et les poissons a des niveaux
compatibles avec les nouvelles
limites reglementaires « RPA »
applicables en 2022 (Reg (UE)
2019/1871) ; cette méthode
sera mise en ceuvre dans le
réseau frangais pour les plans
de surveillance et les plans de
contréle en 2021. Une autre

méthode dédiée a I'analyse de
la colistine A et de la colistine B
et de la bacitracine A dans
les aliments pour animaux a
également été développée
et validée pour la recherche
de contaminations croisées
dans les aliments. Dans une
perspective d’évolution des
méthodes de surveillance, une
méthode mettant en ceuvre
la spectrométrie de masse
haute résolution sur le systéeme
Q-Exactive Plus a été dévelop-
pée et validée pour dépister
plus de 150 médicaments
vétérinaires (antibactériens,
antiparasitaires, tranquillisants
et anti-inflammatoires non
stéroidiens) dans la matrice
muscle a des niveaux résiduels.

« Une méthode
permettant

la confirmation
des résidus

de nitrofurannes
incluant le nifursol
a été validée

dans les viandes
et les poissons. »

- Signature de la convention de partenariat avec
I'Université Rennes 1 — Groupement de recherches
et d’expertise sur I'exposome, Rennes

- Co-organisation avec I'lRSET - Congress
European Environmental Mutagenis & Genomic
Society, Rennes
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Perspectives
et projets
engages

Financé par le plan EcoAntibio, le projet
ECOPLUME vise a évaluer I'occurrence
des résidus d’antibiotiques dans les plumes
d’animaux d’élevage et de leurs produits
dérivés. Il permettra de caractériser le niveau
d’exposition et les risques induits pour la
chaine alimentaire et I'environnement. Un
doctorant a démarré sa these dans le cadre
de ce projet au sein de I'unité Analyse des
résidus et contaminants.

Le Laboratoire de Fougéres, associé au
sein de ’Anses, au Laboratoire de Plou-
fragan-Plouzané-Niort, a la Direction de
I’évaluation des produits réglementés,
a plusieurs centres techniques (ITAVI et
ACTIA) et a la Mutualité sociale agricole,
participe au projet ADapt (2019-2022) pour
utiliser mieux et moins de produits biocides
désinfectants dans les filieres avicole et
piscicole. Pour répondre a ces objectifs, le
projet s’appuie sur des enquétes de terrain
permettant de relever les pratiques d’utili-
sation des biocides pouvant étre les plus
problématiques pour la santé des travailleurs
et de I'environnement. Le Laboratoire de
Fougeres en collaboration avec le centre
technique ACTALIA débutera en 2020 des
travaux pour optimiser des pratiques et
tester des méthodes complémentaires a
I'utilisation des désinfectants. Des tests
d’efficacité de ces méthodes optimisées sur
des indicateurs bactériens seront réalisés
en conditions standardisées de laboratoire
et dans des conditions proches de terrain,
en hall pilote.

Dans le cadre des appels a manifesta-
tion d’intérét, un projet sur I’évaluation
quantitative de la variabilité d’excrétion
de Salmonella et I'impact de I'utilisation
des biocides sur le développement de
résistance aux antibiotiques apres nettoyage

Co-organisation, dans le cadre du

LRUE avec I'AOAC-Europe/NMKL/
NordVal du Congres International

« Speeding towards . ..Omics », Oslo

ou désinfection en élevage de porcs réunit
trois unités (AB2R, EPISABE, HQPAP) des
laboratoires de I'’Anses et I'unité d’évaluation
de I'efficacité des biocides de la Direction
de I'évaluation des produits réglementés.
Les données sur la quantification de Sal-
monella, jusqu’a présent quasi-inexistantes,
permettront d’alimenter 'analyse quantitative
des risques a la Direction de I'évaluation
des risques. Ces travaux réalisés dans
les conditions du terrain permettront de
déterminer s’il existe ou non un lien entre
I’'usage des biocides et la résistance aux
antibiotiques.

Dans le cadre d’un projet, financé par
I’Agence nationale de la recherche, sur le
lien potentiel entre I'exposition au déoxyni-
valénol (DON), une mycotoxine rencontrée
dans les aliments, et les maladies inflam-
matoires chroniques de l'intestin, deux
unités du Laboratoire de Fougeres sont
particulierement impliquées. Les unités
Expérimentation, modélisation et analyses
de données et Antibiotiques, biocides,
résidus et résistance sont chargées d’étu-
dier la réciprocité des effets intestinaux
du DON sur la composition du microbiote
intestinal humain, le métabolisme du DON

Atelier du laboratoire

européen de référence, Résidus

d'antibiotiques et colorants,
Fougeres

et les conséquences de son exposition
en termes d’homéostasie immunitaire a
I'aide d’un modele de souris gnotobiotiques
humanisées, colonisées par un microbiote
sain ou par le microbiote d’un patient atteint
de la maladie de Crohn. Les études sont
en cours de réalisation et I'ensemble des
résultats devraient étre disponibles en fin
d’année 2020.

Dans le cadre de son activité de référence
européenne sur les résidus de médicaments
vétérinaires et en appui a la Commission
européenne (DG-SANTE), le Laboratoire
de Fougeres, en collaboration avec les
laboratoires de référence du Federal Office
of consumer protection and food safety
(BVL, Allemagne) et du Wageningen Food
Safety Research (WFSR, Pay-Bas), contri-
bue a la mise en place pour une entrée
en vigueur en 2022 des nouveaux regle-
ments d’application du reglement « OCR
» (Reg (UE) 2017/625). Ce travail fait suite
a I'abrogation par le reglement « OCR »
de la Directive (CE) 96/283 qui concernait
la mise en ceuvre des plans nationaux
annuels de controle officiel des substances
vétérinaires dans les denrées d’origine
animale. Un travail parallele important est
également engagé par les trois laboratoires
de référence (Berlin, Fougéres, Wageningen)
en relation avec leurs réseaux européens
de LNRs présents dans les vingt-sept pays
membres sur une révision de la Décision
(CE) 2002/657. Cette reglementation couvre
I’ensemble des criteres de performances
analytiques des méthodes utilisables en
contréle officiel et doit étre mise a jour
pour utilisation dans les plans nationaux
de contrble dés 2022.

Atelier du laboratoire
national de référence Résidus
de médicaments vétérinaires,
Fougeres
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LE PROJET ECOANTIBIO 2017 BRAVO

-> Le projet EcoAntibio 2017 BRAVO Impact des biocides sur I’écologie microbienne
et la résistance aux antibiotiques en abattoirs de porcs associait I'Institut de I’éle-
vage du porc et le Laboratoire de Fougeéres. Il a permis une étude longitudinale

du suivi de I’évolution de la contamination bactérienne et de la résistance aux
antibiotiques de Salmonella au niveau de six sites de préléevements d’un abattoir
de porcs avant et aprés des opérations de nettoyage et désinfection. Parmi les
cinq principaux sérotypes identifiés, les souches de Salmonella monophasique
sont le plus souvent retrouvées (58 %). Des souches de Salmonella de différents
sérotypes persistantes sont isolées a différents sites et a différentes dates. Les
traitements hygiéniques n’impactent pas la résistance aux antibiotiques des
souches de Salmonella et ne modifient pas la relative stabilité des populations
bactériennes majoritaires aux différentes dates de prélevements avant et aprés
nettoyage et désinfection. Ces travaux ont été valorisés dans Scientific Reports.
(https://www.nature.com/articles/s41598-019-49464-8).

Tox publication scientific report

> Les travaux de l'unité Toxicologie des contaminants sur le développement d’un test de
génotoxicité utilisant un modele tridimensionnel de cellules hépatiques humaines (sphéroides
de cellules HepaRG) ont fait I’objet en 2019 d’une publication dans la revue en ligne Scientific
Reports, publiée par Nature. Ces travaux sont une avancée majeure dans le développement de
modeéles cellulaires in vitro plus prédictifs de la toxicité chez ’lHomme, dans la perspective de
remplacer, en partie ou en totalité, les études chez I’animal a plus ou moins long terme. lIs ont été
réalisés grace au soutien de la région Bretagne qui a financé les dix-huit mois du contrat post-
doctoral. lIs sont le résultat d’une collaboration entre les unités Toxicologie des contaminants
et Analyse des résidus de contaminants, pour la partie caractérisation des activités P450 des
sphéroides. Le modéle 3D de sphéroides HepaRG développé ici au cours de ce projet est apparu
plus prédictif que le modéle 2D et des travaux sont a poursuivre pour déterminer la plus-value de
ce modeéle dans I'identification et la caractérisation des composés génotoxiques chez ’Homme.
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APPLICATIONS DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE
HAUTE RESOLUTION POUR LE CONTROLE FUTUR
DES RESIDUS

= Le Laboratoire a publié deux études mettant en ceuvre la spectrométrie de masse haute
résolution en approche non ciblée. Dans un travail mené chez la truite sur le métabolisme d’un
colorant a activité pharmacologique, I’approche non ciblée a permis d’étudier le devenir du
colorant étudié et la formation des métabolites non connus a I'origine mais suspectés d’étre
présents sur la base de travaux menés in vitro. Un autre travail, mené cette fois chez la volaille
sur I’effet d’un traitement avec une céphalosporine sur I’ensemble des métabolites observés
au niveau fécal et hépatique, a lui étudié les voies métaboliques perturbées par I’application du
traitement. Ce premier travail est destiné a I'identification de biomarqueurs qui permettrait de
discriminer les animaux traités des animaux non-traités. Ces travaux publiés sont des étapes
essentielles dans I’appropriation des nouvelles méthodes notamment de traitements statistiques
des données par I'unité Analyse des résidus et contaminants.
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