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Introduction

Un microbiote représente I'ensemble des micro-organismes, y compris les bactéries
non pathogenes, les parasites, les champignons et les virus, qui vivent dans un
environnement spécifique. Différents microbiotes existent sur le corps humain : sur la
peau, dans la bouche, dans le vagin, dans l'intestin, etc. Pendant longtemps, les moyens
techniques disponibles pour 1'étudier en détail étaient limités : seule une minorité des
especes bactériennes constituant le microbiote pouvait étre cultivée in vitro (bactéries
aérobies). Aujourd'hui, grace au développement des techniques de séquengage a haut débit
du matériel génétique, il est désormais possible de décrire la nature des interactions hote-
microbiote et des interactions entre les micro-organismes ; et ses roles et son impact en

termes de santé sont de mieux en mieux connus.

La symbiose entre le tractus gastro-intestinal humain et son microbiote implique diverses
interactions, avec des conséquences importantes pour la santé et la physiologie humaines.
Le microbiote intestinal joue un role dans les fonctions digestives, métaboliques,
trophiques, immunitaires et neurologiques (1,2). Par conséquent, la dysbiose, qui est une
altération qualitative et fonctionnelle du microbiote intestinal, est une piste sérieuse pour
comprendre la cause de certaines maladies, en particulier celles qui ont des mécanismes

auto-immuns ou inflammatoires sous-jacents.

Le tractus gastro-intestinal des nouveau-nés est colonis¢ immédiatement apres la naissance
par des organismes provenant de I'environnement, principalement de la mére au contact de
la flore vaginale aprés un accouchement naturel. Le microbiote évolue ensuite
quantitativement et qualitativement, sous l'influence du régime alimentaire, de 'dge, des
traitements médicaux éventuels, des conditions d'hygiéne et de I'environnement. L'impact
des expositions pré et post-natales a des produits chimiques sur la composition du
microbiote de l'enfant reste peu étudié. L'objectif de cette thése est d'améliorer la
compréhension de la sensibilité du microbiote intestinal au début de la vie aux produits
chimiques. Elle fournira une description de la sensibilité du microbiote intestinal a un an a

certains phénols, composés perfluorés et phtalates.
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Revue de la littérature

1. Définition du microbiote intestinal

L'exploration du microbiote intestinal est relativement récente. Il s’agit du
microbiote le plus étendu, avec 10" & 10'* microorganismes, il représente 2 a 10 fois le
nombre de cellules du corps humain, et pese de 1 a 5 kg. Il comprend 150 fois plus de
genes que le génome humain (3). Il est réparti entre la lumiére du tractus gastro-intestinal
et le biofilm protecteur formé par le mucus intestinal sur sa paroi interne (€pithélium
intestinal). Les acides de l'estomac, I'oxygéne et les antimicrobiens, ainsi que le court
temps de transit des aliments dans I'estomac rendent la paroi de l'estomac pratiquement
stérile (4). Le microbiote intestinal se trouve principalement dans l'intestin gréle et le
colon. La densité et la composition du microbiote sont affectées par des gradients

chimiques, nutritionnels et immunologiques le long de 1'intestin.

Le microbiote d'un individu se crée a la naissance dans les premiers instants de la
vie, sous l'influence de différents facteurs, et évolue qualitativement et quantitativement au
cours des premicres années pour se stabiliser vers trois ans. La colonisation bactérienne se
fait progressivement, selon un ordre bien défini : les premiéres bactéries intestinales ont
besoin d'oxygeéne pour se multiplier (bactéries aérobies : entérocoques, staphylocoques,
etc.). Ensuite, en consommant I'oxygéne présent dans l'intestin, elles favorisent
l'introduction de bactéries anaérobies (Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium, etc.). 11
n'existe pas une composition unique du microbiote intestinal sain, elle est spécifique a
chaque individu et unique en termes qualitatifs et quantitatifs. Sur les 160 espéces de
bactéries que l'on trouve en moyenne dans le microbiote d'un individu adulte en bonne
santé, seule la moiti¢ de ces especes se retrouvent d'un individu a l'autre, et il existe un
socle commun de 15 a 20 especes, responsables des fonctions essentielles du microbiote.
Toutes ces bactéries n'ont pas les mémes capacités, et les différences de composition du
microbiote intestinal entre les individus contribuent a la diversité du métabolisme humain.
Il apparait que des groupes de population homogenes peuvent étre distingués en fonction
des especes prédominantes présentes dans le microbiote : on distingue trois groupes
principaux, appelés entérotypes : Bacteroides, Prevotella et Clostridiales. De plus, les
virus bactériens, qui infectent les bactéries et peuvent modifier le patrimoine génétique des
bactéries intestinales ou son expression, et le microbiote fongique, qui comprend les
levures et les moisissures, sont ¢galement présents dans le microbiote intestinal (1). On

estime que l'intestin humain abrite plus de 10'? cellules bactériennes, qui sont & leur tour
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surpassées en nombre par leurs homologues virales infectantes dans un rapport estimé de
10 a 1 (5). On pense que la prédation des populations bactériennes par ces phages joue un
role important dans le faconnement de la structure de la communauté bactérienne de

l'intestin (6).

Tableau I: Le microbiote intestinal humain.

Caractéristiques du microbiote intestinal En moyenne chez un adulte en bonne santé
Cellules bactériennes 102
Nombre de phyla 7
Nombre d’especes 160
Cellules virales 1013
Nombre de génes Plusieurs millions
Poids 1to 5 Kg

2. Roles et dysbioses

Le microbiote intestinal joue un rdle direct dans notre digestion et régule son propre
métabolisme en puisant dans notre alimentation (notamment dans les aliments riches en
fibres). Le microbiote intestinal est essentiel au bon développement et au bon
fonctionnement de notre organisme, notamment en raison des nombreux métabolites
essentiels qu'il fournit. Pour ce faire, ses micro-organismes facilitent l'assimilation des
nutriments grace a une collection d'enzymes que 1'on ne trouve pas dans notre corps. Par
catabolisme, ils hydrolysent 'amidon, la cellulose et les polysaccharides et fermentent les
résidus et substrats alimentaires indigestes. Par des réactions anaboliques, ils fournissent
¢galement des vitamines, comme la ménaquinone (vitamine K2), la cobalamine (vitamine
B12) et la biotine (vitamine B7). Ils produisent de nombreuses molécules utiles au bon
fonctionnement de 1'intestin, notamment des acides gras a chaine courte (AGCC), tels que
le butyrate, l'acétate ou le propionate, qui sont des substrats énergétiques pour les
colonocytes et sont donc essentiels a la croissance et a la différenciation de 1'épithélium du
colon (7,8). Ils fournissent certains acides aminés essentiels (leucine, isoleucine et valine)
(9). Tous ces métabolites sont partiellement absorbés par la paroi intestinale, puis
transportés par la circulation sanguine vers les organes qui en ont besoin. Ils régulent
¢galement plusieurs voies métaboliques : calcium, magnésium, etc. (1,10,11). Le

microbiote intestinal joue également des rdles plus indirects dans la digestion : il est
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nécessaire a la maturation des intestins en agissant sur la fonction épithéliale intestinale et
la motilité gastro-intestinale. Le tractus gastro-intestinal présente de nombreuses altérations
chez les animaux axéniques (c'est-a-dire sans aucune bactérie intestinale) (12—14) et son
réseau vasculaire irrigant est moins dense que chez les animaux normaux (15,16). Ce
systéme vasculaire joue un role déterminant dans le métabolisme nutritionnel et hormonal,
ainsi que pour le stockage des cellules immunitaires au sein de la paroi intestinale. Chez
I'homme, la présence d'un microbiote intestinal apres la naissance est essentielle au bon
développement de l'organisme, et du tractus intestinal en particulier, car il n'est pas

completement développé chez le nouveau-né.

Parallelement a son role métabolique, le microbiote intestinal contribue pleinement
a la fonction du systéme immunitaire intestinal de plusieurs manicres. Des les premicres
années de vie, la paroi intestinale est soumise au flux d'antigénes d'origine alimentaire ou
microbienne, ce qui signifie que le microbiote intestinal constitue notre premiére ligne de
défense contre ces attaques. Par compétition directe, les bactéries commensales protégent
passivement l'organisme contre l'infection par des souches exogeénes, en entrant en
compétition avec elles pour les sites d'adhésion et pour les nutriments essentiels a leur
survie. Elles jouent également un réle actif en produisant des métabolites nuisibles a leurs
concurrents, tels que des peptides antibactériens. Par exemple, des bactéries comme
Escherichia coli luttent directement contre la colonisation du tractus gastro-intestinal par
des especes pathogenes, grice a un phénomene de compétition et en produisant des
substances bactéricides (bactériocines). Parallelement, le microbiote intestinal aide le
systtme immunitaire intestinal a apprendre a distinguer les espéces commensales des
especes pathogenes en renforcant nos défenses naturelles. Il stimule la production de
mucus et de molécules défensives, comme les anticorps IgA, et active le remplacement des
cellules épithéliales intestinales et la formation de jonctions serrées entre elles, maintenant
I'imperméabilité¢ de cette barriere physique (17-19). Certaines souches de lactobacilles
renforcent les jonctions serrées qui se forment entre les cellules épithéliales (20). Enfin, au
cours des premicres années de vie, le microbiote intestinal est indispensable au
développement normal du systéme immunitaire. Ce processus repose sur la sécrétion de
molécules capables de traverser I'épithélium intestinal et d'interagir avec des récepteurs
spécifiques de la surface cellulaire. Par exemple, la flore intestinale stimule le
développement des cellules T-helper 17 (21). La dérégulation du microbiote intestinal a été

corrélée a de nombreuses affections inflammatoires et auto-immunes qui peuvent
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s'exprimer par l'obésité, le diabéte, 1'asthme, les allergies, la maladie de Crohn, la colite

ulcéreuse, le cancer ou le syndrome du colon irritable (22,23).

Le systeme nerveux qui régule les intestins contient 200 millions de neurones. Sa
fonction premiére est d'assurer la motilité intestinale. Cependant, 80 % de ces cellules
nerveuses sont afférentes, c'est-a-dire qu'elles transmettent des informations de I'intestin au
cerveau. C'est pourquoi le systéme nerveux entérique est décrit comme un second cerveau ;
une hypothese a émergé selon laquelle un changement du microbiote pourrait modifier les
informations transmises au systéme nerveux central (1). Une implication du microbiote
intestinal est suggérée dans de nombreux troubles neuropsychiatriques : maladies
neurodégénératives, maladies psychiatriques telles que la schizophrénie, l'anxiété, la
dépression (24); et les troubles du spectre autistique (TSA). Certaines bactéries intestinales
semblent produire des peptides amyloides similaires a ceux observés dans le cerveau des
patients atteints de la maladie d’Alzheimer, ce qui accélére l'inflammation cérébrale
impliquée dans cette maladie (25). Une dysbiose a également été observée plus
fréquemment chez les patients atteints de la maladie de Parkinson, avec moins de bactéries
"anti-inflammatoires" et plus de bactéries "pro-inflammatoires" (26), ou avec une infection
plus chronique par la bactérie Helicobacter pylori (27). Des perturbations de la
composition du microbiote intestinal ont été constatées chez les patients schizophrénes
(28). De nombreux facteurs, notamment environnementaux et génétiques, contribuent a
rendre un enfant susceptible de présenter des TSA (29,30). Des études récentes ont montré
des associations fréquentes entre les TSA et les symptomes gastro-intestinaux (31) et a une
perméabilité intestinale accrue (32). Une dysbiose a également été constatée chez les souris
qui reproduisent les anomalies comportementales des TSA, et I'administration orale d'une
souche de Bacteroides fragilis a ces souris a atténué la dysbiose du microbiote et réduit la
gravité de la plupart des anomalies comportementales (33). Compte tenu du rdéle de la
dysbiose intestinale sur la santé, il serait important d'identifier les causes contrdlables de

cette dysbiose du microbiote.

3. Facteurs influencant le microbiote intestinal

Les familles de facteurs susceptibles d'influencer le microbiote peuvent E&tre
classées en fonction des interventions médicales, du régime alimentaire et d'autres

comportements, des infections et des xénobiotiques non médicaux.
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3.1. Comportements et facteurs médicaux

Le mode de naissance est un facteur important qui fagonne qualitativement et
quantitativement le microbiote intestinal des nourrissons (10,34). Le tractus gastro-
intestinal des nouveau-nés est colonis¢ immédiatement aprés la naissance par des
organismes provenant de 1'environnement, principalement de la mére au contact de la flore
vaginale aprés un accouchement naturel. Le microbiote intestinal des enfants ressemble au
microbiote vaginal de leur mére, qui est dominé par Lactobacillus, Prevotella ou Sneathia,
tandis que le microbiote des nourrissons nés par césarienne ressemble davantage au
microbiote cutané et oral, qui est dominé par Staphylococcus, Corynebacterium et
Propionibacterium, mais aussi a des bactéries provenant du milieu environnant pendant
I'accouchement (10,35,36). Le microbiote intestinal des nourrissons nés par césarienne se
forme plus lentement sous l'influence de I'écosystéme externe et de ses microorganismes
(37) et présente une diversité bactérienne particulierement faible (35,36). Les soins
intensifs néonatals et la sant¢ maternelle ont également une incidence sur son

développement (38).

Le microbiote évolue ensuite quantitativement et qualitativement, influencé par
I'alimentation, l'age, les traitements médicaux éventuels, les conditions d'hygiéne et
I'environnement. Le mode d'alimentation, avec l'allaitement au lait maternel et
l'alimentation au lait maternisé avant le sevrage, influence grandement le développement
du microbiote intestinal au début de la vie (10,23,39). Le lait humain contient des
protéines, des graisses, des immunoglobulines et des endocannabinoides, mais I'un de ses
principaux composants est constitu¢ de glucides tels que les galacto-oligosaccharides.
Ceux-ci ne sont que partiellement digérés dans l'intestin gréle et atteignent principalement
le cdlon, ou ils sont fermentés, principalement par Bifidobacterium, pour produire des
acides gras a chaine courte. De nombreuses ¢tudes confirment le role dominant de
Bifidobacterium et Enterobacteriaceae dans le microbiote intestinal des nourrissons (39) et
Bifidobacterium a été signalé comme le membre dominant de 1'intestin chez les nourrissons
allaités en bonne santé (23,36). L'introduction d'aliments solides entraine une forte
évolution de la communauté microbienne intestinale, qui passe d'une dominance de
Bifidobacterium a une dominance de Bacteroidetes et Firmicutes (23). Les bactéries
permettant l'utilisation du lactate sont progressivement remplacées par des bactéries dont
les génes codent pour l'utilisation d'une plus grande variété¢ d'hydrates de carbone, la

biosynthése des vitamines et la dégradation des xénobiotiques, ce qui permet une
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adaptation a la disponibilité des substrats énergétiques a mesure que 'enfant grandit (10).
Dés l'age de trois ans, l'intestin de I'enfant acquiert rapidement un patrimoine génétique
fonctionnel dominé par les génes du métabolisme des glucides, qui est similaire a celui
d'un adulte. Dés le sevrage et tout au long de la vie, une alimentation riche en végétaux
favorise la croissance bactérienne et le développement de bactéries bénéfiques pour le
systeme gastro-intestinal (40). La géographie et les conditions sanitaires des nourrissons
influent sur la composition de leur microbiote intestinal. Les nourrissons qui vivent dans
des conditions sanitaires médiocres et dans la promiscuité dans les pays en développement
sont colonisés plus tot par Escherichia coli et d'autres Enterobacteriaceae, Enterococci et
Lactobacilli que les nourrissons des sociétés occidentales riches. Ils présentent également
un plus grand nombre d'especes et un renouvellement plus rapide des souches bactériennes
dans leur microbiote (34,41,42). L’environnement familial, avec la présence de fréres et
sceurs ou d'animaux domestiques a la maison, est une source d'autres bactéries qui
contribuent a la diversit¢ du microbiote (34). Enfin, le microbiote intestinal reste
relativement stable a 1'dge adulte en 1'absence de perturbations majeures telles que des
changements alimentaires a long terme, une dysbiose associée a une maladie ou

l'utilisation d'antibiotiques (43).

3.2. Xénobiotiques

La sensibilité du microbiote intestinal aux xénobiotiques est mal connue (44). Les
traitements médicaux peuvent modifier le microbiote, de maniere plus ou moins durable.
Les traitements antibiotiques peuvent réduire la qualité¢ et la quantité du microbiote sur
plusieurs jours a plusieurs semaines. L'utilisation d'antibiotiques pendant la période
périnatale chez les nourrissons ou pendant la grossesse peut faire évoluer la composition
du microbiote intestinal vers une forte abondance de populations de protéobactéries et une
faible abondance d'actinobactéries, diminuer la diversit¢ globale du microbiote du
nourrisson et sélectionner des bactéries résistantes aux médicaments (10,22,23). Les
traitements antibiotiques ciblant les espéces nuisibles impliquées dans les infections
intestinales peuvent étre pertinents mais ne peuvent étre envisagés comme un traitement a
long terme en raison de son potentiel de pression de sélection, qui pourrait conduire a
d'autres dysbioses. Les especes initiales sont capables de se réinstaller, méme si des
différences peuvent persister. Une antibiothérapie répétée au cours de la vie d'une personne

pourrait donc entrainer des modifications progressives, permanentes et potentiellement
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néfastes du microbiote. L'administration orale de probiotiques (micro-organismes vivants
non pathogenes), de prébiotiques (composants alimentaires non digestibles qui favorisent
la croissance et l'activité de certaines populations bactériennes) ou de symbiotiques (qui
combinent prébiotiques et probiotiques) s'est avérée bénéfique pour le microbiote intestinal
(45-47). Par exemple, une ¢étude suggere que la prise de la levure probiotique
Saccharomyces boulardii réduit les symptomes de la diarrhée en augmentant la production

d'acides gras a chaine courte dans les intestins des patients sous nutrition parentérale (8).

Une étude utilisant le séquengage de I'ARNr 16S du microbiote intestinal de
Porcellio scaber (un isopode) a révélé que 1'exposition au mercure augmentait I'abondance
des bactéries résistantes au mercure, mais aussi que l'exposition au mercure ¢liminait les
Bacteroidetes et augmentait les niveaux d'Actinobacteria, Betaproteobacteria et
Alphaproteobacteria (48). Une étude a expos¢ des souris a du cadmium ou a du plomb et a
montré que ni l'un ni l'autre n'était associé a des changements significatifs au niveau des
phyla, mais que les deux étaient associés a des changements bactériens intestinaux au
niveau des familles, notamment avec un nombre inférieur de Lachnospiraceae et un
nombre supérieur de Lactobacillaceae et d'Erysipelotrichaceacae par rapport aux animaux
témoins (49). Une autre ¢tude a révélé que l'exposition au cadmium entrainait une
diminution significative de la croissance des Bacteroidetes et une baisse des niveaux
d'acides gras a chaine courte, notamment une baisse du métabolite anti-inflammatoire

butyrate (50).

Dans un modele de souris, les polychlorobiphényles (PCB) ont diminué
I'abondance globale des bactéries intestinales (de 2,2 % par rapport aux valeurs de
référence) et ont principalement réduit les niveaux de protéobactéries (51). Dans une étude
épidémiologique, Iszatt et al. ont constaté que les PCBs étaient associés a la fonction
microbienne intestinale (diminution de l'acide acétique et propionique), mais avec moins
de preuves d'une composition perturbée de la communauté chez les enfants allaités a un

mois de la cohorte NoMIC (52).

L'exposition aux PM-10 (particules d'un diamétre aérodynamique de 10
micrometres ou moins) dans un modele murin avec inflammation colique a été associée a
des altérations de la composition du microbiome intestinal et a une diminution du butyrate,

un métabolite formé par le microbiome intestinal (53).

On connait peu l'impact des pesticides sur le microbiote intestinal, mais une étude

sur un modele de rats a permis d’observer que I'exposition chronique a de faibles doses de
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chlorpyrifos (un insecticide organophosphoré) était associée a une diminution de
Lactobacillus spp. et de Bifidobacterium spp. (deux espéces considérées comme
probiotiques) (54), et une étude in vitro utilisant le microbiote de volailles a montré que
I’exposition au glyphosate (un herbicide connu pour étre génotoxique et tératogéne) était
associ¢ a une diminution des bactéries bénéfiques telles que Enterococcus spp. et avait des

effets protecteurs contre les bactéries pathogenes (55).

L'exposition a des xénobiotiques antibactériens non médicaux peut également
affecter la composition du microbiote intestinal. Les familles de substances qui méritent
d'étre prises en compte a priori comprennent celles qui ont des propriétés antimicrobiennes
connues. En particulier, plusieurs phénols biocides sont utilisés a des fins de désinfection
ou de conservation. Contrairement aux antibiotiques, les biocides sont des agents
antimicrobiens a cibles multiples et la réponse des différents micro-organismes aux
biocides varie considérablement. Leur mécanisme d'action induit des Iésions membranaires
et une perte progressive des constituants intracellulaires des bactéries traitées (56). Le
triclosan, un produit chimique de la famille des phénols, a été fréquemment utilisé pour ses
propriétés antimicrobiennes en tant que conservateur, et commercialis¢ dans des produits
tels que les cosmétiques, les produits de soins personnels (savons, déodorants, etc.), les
médicaments, les articles textiles et plastiques. L'effet du triclosan sur les micro-
organismes intestinaux reste peu documenté. Narrowe et al. ont exposé un total de 103
poissons Pimephales promelas a des niveaux de 100 ng/L ou 1 000 ng/L de triclosan, a des
solutions additionnées de solvant (méthanol) ou a des solution témoin (sans aucun produit
chimique supplémentaire) pendant 7 jours et ont observé que les communautés
microbiennes intestinales (caractérisées par des mesures de diversité alpha et béta) étaient
significativement différenciées par [l'historique d'exposition immédiatement apres
I'exposition au triclosan. Ces différences ont disparu aprés 2 semaines de dépuration (57).
Gao et al. ont examiné l'impact compositionnel et fonctionnel de 1'exposition au triclosan
sur le microbiote intestinal de souris et ont montré qu'une exposition de 13 semaines au
triclosan dans l'eau potable induisait des perturbations significatives dans les groupes
bactériens intestinaux des souris avec des différences par rapport aux contrdles (58).
Gaulke et al. ont exposé quarante-cing poissons zebres adultes a des aliments contenant du
triclosan pendant quatre ou sept jours ou a un régime témoin, et ont analysé¢ leurs
communautés microbiennes en utilisant le séquengage de I’ARNTr 16S. Ils ont constaté que
l'exposition au triclosan était associée a des changements rapides dans la structure et la

diversit¢é du microbiome et que plusieurs unités taxonomiques opérationnelles (OTU)
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associées a la famille des Enterobacteriaceae semblaient sensibles a l'exposition au
triclosan, tandis que les OTU associées au genre Pseudomonas semblaient plus résistantes
a I'exposition au triclosan (59). Ma et al. ont exposé¢ des rats femelles saines enceintes a 0,
10 ou 50 mg de triclosan/kg de poids corporel par jour par gavage du premier jour de la
gestation jusqu’au jour 21 de la lactation. Six progénitures males de chaque groupe ont été
choisis au hasard pour une analyse de la communauté microbienne a 1'age de 3, 21 et 52
semaines. IlIs ont constaté¢ une réduction de la diversité alpha et une modification de la
composition du microbiote intestinal a la suite de I’exposition de 50 mg/kg/jour chez les
rats agés de 21 semaines, et a la suite de I’exposition aux deux doses chez les rats agés de
52 semaines. Ces effets ont duré au moins 49 semaines apres la fin de l'exposition au
triclosan (60). Zhang et al. ont construit un modele murin basé sur des souris C57BL/6
males agés de cinq semaines pour étudier les effets de I'exposition au triclosan alimentaire
(40 ppm) sur les Iésions hépatiques induites par le microbiote intestinal via 1'axe intestin-
foie. Ils ont montré que l'exposition au triclosan pendant quatre semaines diminuait 1'o-
diversité (richesse spécifique, indices ACE et Shannon) et augmentait significativement la
proportion d'Enterobacteriaceae associés aux lipopolysaccharides endotoxiques et
réduisait l'abondance des bactéries intestinales associées a la production secondaire
d'acides biliaires, telles que Bacteroides, Blautia, Eubacterium, Clostridium et Roseburia
(61). Peu d'études épidémiologiques ont examiné les effets du triclosan sur le microbiote.
Ribado et al. ont constaté une perturbation du microbiome intestinal des adultes, mais pas
des nourrissons, dans 17 foyers affectés de maniere aléatoire a l'utilisation de produits
contenant du triclosan, par rapport a 22 foyers non affectés a des produits contenant du
triclosan (62). Bever et al. ont constaté que la diversité bactérienne du microbiome fécal de
31 nourrissons exclusivement allaités exposés a du lait maternel contenant des niveaux
détectables de triclosan différait de celle des nourrissons exposés a du lait maternel
contenant des quantités non détectables de triclosan (63). Dans une étude croisée
randomisée en double aveugle sur quatorze volontaires adultes en bonne santé, Poole et al.
n'ont observé ni une perte de richesse en especes ni un changement dans la diversité
globale des compositions microbiennes entre les phases avec et sans triclosan (quatre mois
chacune). Bien que les niveaux de quelques taxons aient été réduits dans la phase triclosan,
les différences d'abondance entre les phases n'étaient pas significatives aprés correction
pour comparaisons multiples. Les auteurs suggerent que cette absence de différence

significative pourrait étre due au fait que les sujets ont été exposés au triclosan pendant une
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longue période tout au long de leur vie, de sorte que leur microbiote s'était déja adapté a

'exposition au triclosan (64).

D'autres composés de la famille des phénols sont également largement produits et
abondants dans notre environnement. Les parabénes sont des esters de l'acide p-
hydroxybenzoique. En raison de leur efficacité antimicrobienne et antifongique, ils sont
utilisés depuis des décennies comme conservateurs dans les produits cosmétiques et
pharmaceutiques, mais aussi, dans une moindre mesure, comme additifs alimentaires ou
dans les produits de nettoyage (65). Hu et a/. ont examiné si une exposition postnatale (de
la naissance a l'dge adulte) a de faibles doses de produits chimiques environnementaux
(phtalate de diéthyle (DEP), méthylparabéne, triclosan et leur mélange) modifiait la
composition du microbiome intestinal d'une centaine de rats. Le profilage métagénomique
a révélé que l'exposition chimique a faible dose a entrainé des changements significatifs
dans la composition bactérienne globale chez les rats adolescents agés de 62 jours, mais
pas chez les rats adultes agés de 181 jours, malgré une exposition continue. Plus
précisément, l'abondance relative des taxons du phylum Bacteroidetes (Prevotella) a
augmenté tandis que I'abondance relative des Firmicutes (Bacilli) a diminué chez tous les
rats traités par rapport aux rats témoins. Une abondance accrue a ¢été observée pour
Elusimicrobia dans les groupes DEP et méthylparabéne, Betaproteobacteria dans le
groupe méthylparabéne et le groupe mélange, et Deltaproteobacteria dans le groupe

triclosan (66).

Le bisphénol A (BPA) est un produit chimique de la famille des phénols et est
principalement utilis€ pour fabriquer des plastiques et des résines. Il est utilisé dans le
polycarbonate, un plastique rigide transparent a haute performance pour fabriquer des
récipients alimentaires, tels que des bouteilles de boisson réutilisables (aujourd’hui interdit
en France) et de la vaisselle. Il est également utilis€ pour produire des résines époxydes
que l'on trouve dans les revétements de protection et les revétements intérieurs des boites
de conserve. Le bisphénol A peut migrer en petites quantités vers les aliments et les
boissons stockés dans des matériaux contenant cette substance. En raison des restrictions
d'utilisation du bisphénol A, les fabricants utilisent également d'autres bisphénols, tels que
le bisphénol AF (BPAF), le bisphénol F (BPF), le bisphénol S (BPS) et d'autres. A notre
connaissance, il n'existe aucune étude épidémiologique des effets de I'exposition aux
bisphénols sur le microbiote intestinal humain, mais les résultats des études toxicologiques

sur les animaux sont repris dans le Tableau II.
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Enfin, le benzophénone-3 (également appelée oxybenzone) est un autre composé de la
famille des phénols et est utilisée dans les produits de protection solaire comme filtre UV.
A notre connaissance, aucune étude portant sur les effets d'autres parabeénes (éthyl-, propyl-
ou butyl-parabénes), d'autres bisphénols (AF, B, F) ou de I'oxybenzone (OXBE) n'a été
publiée.

Les composés perfluorés (PFCs) constituent une grande famille de composés
aliphatiques fluorés, comprenant a la fois une chaine carbonée perfluorée apolaire
(hydrophobe) et un groupe fortement polaire (hydrophile). Cette composition leur confére
une tres grande stabilité thermique et chimique ainsi qu'un caractére amphiphile a 1'origine
de leurs propriétés tensioactives. Ces produits chimiques synthétiques sont largement
utilisés comme tensioactifs, hydrofuges et dégraissants (67). Parmi les principaux secteurs
industriels utilisant des PFCs figurent 'aérospatiale, la défense, I'automobile, l'aviation, les
textiles (notamment le cuir et les vétements), la construction, les produits ménagers,
I'électronique, la lutte contre les incendies, l'industrie alimentaire. Les PFCs sont libérés
dans l'environnement par ces installations professionnelles et industrielles, ou lors de
l'utilisation de produits de consommation (cosmétiques, cires de ski ou vétements, etc.) et
de matériaux en contact avec les aliments. En raison de leur large utilisation et de leur
grande persistance, les PFCs se retrouvent facilement dans tous les compartiments de
I'environnement : 1’eau, 1’air, le sol et les sédiments et leur origine est uniquement
anthropique. Les PFCs sont également susceptibles d’étre bioaccumulé dans les
organismes et d’étre bioamplifié le long de la chaine alimentaire (68). Des études récentes
suggerent que les substances perfluoroalkyles telles que le sulfonate de perfluorooctane
(PFOS) peuvent avoir un impact sur le microbiome intestinal. Ces substances sont utilisées
dans plusieurs industries et sont présentes dans différents produits notamment pour
imperméabiliser les textiles, les tapis et les papiers. Dans une étude toxicologique sur des
souris males exposées par voie alimentaire aux PFOS, Zhan et al. (69) ont étudié
I'influence du PFOS sur le microbiome intestinal et son métabolisme, et sur le métabolisme
de I'hdte. L'exposition aux PFOS par voie alimentaire a entrainé une modification marquée
du microbiome intestinal, et ils ont mis en évidence une corrélation entre les altérations de
la composition du microbiote et les profils métaboliques de I'hote induits par les PFOS.
Iszatt et al. (52) ont étudi¢ l'effet de toxiques environnementaux présents dans le lait
maternel (notamment les composés perfluorés) de 267 meéres sur la composition du
microbiote intestinal de leurs nourrissons a un mois (Norwegian Microbiota Cohort
NoMIC). Le PFOS était associé¢ a une diminution de la diversité phylogénétique (-5 %, IC
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95 % : -9 a -1 %) et de la richesse spécifique (-7 %, IC 95 % : -12 a -1 %). Il y avait des
différences significatives dans la taxonomie bactérienne entre les groupes exposés ou non
au PFOS, avec une plus grande dissimilarité entre les groupes fortement et moyennement
exposés (p = 0,003), et entre les groupes fortement et faiblement exposés (p = 0,010) en
utilisant des mesures de distances de diversité béta UniFrac non pondérées. Les
nourrissons du groupe fortement exposé a l'acide perfluorooctanoique (PFOA) étaient
dépourvus d'un OTU appartenant aux Lactobacillus zeae (p < 0,001) et une augmentation

de 10 % d'un OTU du genre Enterococcus (p = 0,03) était observée.

Les phtalates sont des diesters de 1'acide orthophtalique utilisés depuis une cinquantaine
d'années, avec une grande variété d'utilisations, allant des produits de consommation aux
produits industriels (70). Ils sont couramment utilisés comme plastifiants pour rendre les
plastiques, tels que le polychlorure de vinyle (PVC), plus souples et plus durables. Certains
phtalates sont utilisés pour aider a dissoudre d'autres matériaux. On peut également les
trouver, par exemple, dans les adhésifs, les produits d'étanchéité, les peintures, les
matériaux en caoutchouc, les fils et cables, les revétements de sol, les emballages, les
dispositifs médicaux, les huiles lubrifiantes et les produits de soins personnels (savons,
shampooings, laques pour cheveux). Les phtalates ne sont pas liés de maniére covalente
aux polymeres des matieres plastiques dans lesquelles ils se trouvent et peuvent donc étre
facilement libérés dans le milieu environnant. En outre, 'utilisation large et variée des
phtalates entralne une contamination omniprésente de l'environnement (71,72). Ainsi,
I'exposition aux phtalates peut étre liée a 1'alimentation, a I'air intérieur ou au contact direct
avec les équipements et produits dans lesquels ils sont présents. Les résultats des études
toxicologiques antérieures sur les effets de l'exposition aux phtalates, en particulier le
DEHP et le DBP, sur le microbiote intestinal sont présentés dans le Tableau III. Yang et al.
ont mené¢ une ¢tude de cohorte prospective avec des nouveau-nés souffrant de détresse
respiratoire qui ont recu des perfusions intraveineuses du 1 au 5°™ jour postnatal,
correspondant au groupe DEHP (n=15) et des nouveau-nés qui n'ont pas re¢u de perfusions
intraveineuses en tant que groupe témoin (n=10). Ils ont recueilli des échantillons de
méconium au 1% jour et des échantillons de selles au 5°™ et 10 aprés la naissance pour
le séquencgage du géne de I'ARN ribosomal 16S, et ont observé que 1'exposition au DEHP
modifiait les communautés bactériennes a la fois dans leur composition et leur diversité, en
particulier avec des diminutions de Rothia sp. et de Bifidobacterium longum dans le groupe

DEHP (73). A notre connaissance, aucune étude n'a été¢ publiée sur les effets éventuels de
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I’exposition a d'autres phtalates que le DEHP et le DBP sur la diversité et la composition
du microbiote intestinal.

En conclusion, des perturbations de la diversit¢ et des taxons du microbiote
intestinal de I'enfant peut étre attendues en cas d'exposition au triclosan, au bisphénol A et

S, au PFOS et PFOA, au DEHP et au DBP.

Page 26 sur 104



"vdg ne uonisodxa,[ € 93mns ofewr axrug3ord e[ op S999j

S9[ SuBp 2020022020UIUNY 1D VA1dSOJJ12S(O) dnb S[9) 91an0d dureYO B SLIS SOpIoE,p sindyonpoxd
SOP SOANEB[AI SAOUBPUOQE SOP IATBIIUSTIS UOIONPIT JUN IIAL I JISIOAIP B[ SUBP SOOUIQIII
"vVdg ne se9sodxd armyrug3o1d e op So[[owa) SOp XNed9J SUO[[IIUBYOY SI|

SUBp 99AQ[9 JUOWI[E3Q eI wWnLI1oDqop1fig anb so[[91 sonbiyouaq sorgoeq op uontodoid ey
-ormruogoad ] no syuared s9f Zoyd Y g ne uonisodxo,p sed ud sosnaIquIou

snid juoteId ‘wpjauopng S| “U2JODQINIGOUDYIdIN SI| ‘DISUDULIDYYY SO] ‘@paopydlijojadisdiy
SO ‘@padv]jajoAddd SI| ‘SAMIIJJOJ SI| ‘SaP10.42]10DG SI| SWWOD SILIPIOBQ SISNAIqUIOU O]
‘urow} adnois ne jrodder red yvqg

ne 99sodxd opepw aumrugdord e zoyo sa9A1sqo ‘[erewsod anol 0L N SOLIIOBQOPLI] SIP
10 (DX wnipragso]) 39 wnoLng wniprigsor)) sNoTWL,] wnjAyd np 9AnROIIUIIS uonNUII(]
‘Terewssod nol G NE SOLIPIOBQOPIIIQ SOP JANBIYIUFIS UONNUTI(]

"ONUILIP JUSWNAU B DISUDULIDYYY P d0URPUOQE,] anb sIpue) ‘Quowidne € saL1910eqoiold sop
oouepuoqe,| : Vdg ne uonisodxd | Jed Jeunsojur 0Jo1qoIdrw np uonisoduiod e[ oOp UOIBdIJIPOIA
vdg ne uonisodxa, | 1ed [eunsojur 9j01qoIor np eyd[e 9IISISAIP B[ 9P UOIIONPIY

"Vdg ne sa9sodxd

soamugSord SOp [eUNSOIUI 9)OIQOIOIW J] SUBP 2D2IVIIOVGOIIDT 1D dD2IDYILIOJadIS LT
opaonoo0d0uIWNY  ‘avaopJidsouydpT  SO[[IWEB}  SOP  }O  SO[RIPLISO[D  SOp  QIPIO|]
op ‘soynorut,] sop winjAyd np sodnoiS SjuoIQIIP Op SAIIR[OI OUBPUOQER,| SUBP SjuoWdSURY)

vdg ne owndor of xed ‘vipriso;)

op suoneindod say zornoned us ‘soynoruir,] sop wnjAyd np UONONPI B[ 19 OV20D.L210DGOI ]
sop o[wej e[ Iornonied us ‘sar1g)oeqo9loid sop wnjAyd np QOUBSSIOID B[ P UONBSLIOAE]
"V dg Ne SALINOU SLINOS SIP [BUNSAIUI S}0IQOIITUI NP JJISIAIP B[ 9P SABIIUSIS UONONPIY

“QUUQIQOIOTW YINBUNWIIOD B] 9P [duuonouoj [1joid np suoryesrjipow
Sop jueuIeNUS ‘Vdd 9 Jed S99I9)E SO[BW SLINOS SIP J0IGOIdIW NP UORISOdwod 19 ISIOAI]

syeynsya xnedpurig

‘Terewysod 1mof /. ne nbsnl uone)sag e ap ol .G |
9] smdop omoryga un suep inolyjarodioo sprod op vdg
ap 331/31 0z no () & s09s0dxd 939 JUO SOIUIAOUD saurde] so(q

amyuggoid e ap [erewsod mol )¢ ne 93e1Ads nenbsnl
uonejoe| e 9p 10 uoneIsad e[ op Suo[ ne o) snudjUIew
10 uononpoidar e jueae sourewds g op 1ed e ‘yvdg
9p [010d10o sprod op 38w (¢ © s9sodxo sino3uor §J

“(9e1Aas np a1ep) [erewsod ol 17 ne nbsnl uoneysad
e[ op anol 61 9f sindop (inof/pr0droo sprod ap 3y/3n
0S) vdd ne opereurtod d10A Jed s99sodxd s9ew SLINOS 77

"SOUTRWIRS {7
juepuad ydg op mol/3y/3n (g & sa9sodxo sojewr SLINOS §

‘uone)sas e
juepudd ydg op Jnol/[a10d10d sprod ap 3y/31 ¢ € sagsodxo
SOUIBWIS § Op SO[BW 12 SO[QWJ SLNos Jp so[dno)d

‘sourewas ()| yuepuad

(Tw/3v 0z1) vdd 9p oseq g owidar un g 39 (synisod
SO[ONU0J) JSOILYIOES U AYILI JWIFYI UN B 19 SOSSIRIS UD
QYOI dWISQI Un ® ‘(JNe39u 9[0IU0D) PIEPUL)S QILIUII[E
w1391 Un © S9S0dx9 SAUIBWIAS ¢ 9P SI9Te SI[BW SLINOS 9
“SOUTBUIAS

7z wepuad oxejuowirfe uoneyuowg[ddns ted [erodiod
spiod op 3y/vdd 9p Sw g 1 § ‘G0 ‘S0°0 € segsodxo
SOUTRWAS § Op SI5B SO[OUWIdY 10 SIBW SANPER SLINOG

SOPOYRIN

(08) LT0T “ v
19 LIBAIPPOY

(6L) 910T “1v
)9 Ya.JanAep

(8L) L1OT “7
19 IsIe[RIAl

(LL) 0702
“Ip 19 Sudy

(9L) 120T “I7
19 dquewei(]

(sL) 1202
“Iv 39 10|

(¥L)
120T “1v ¥ IN
SIIUAIJNY

[DULISDIUL 2]01GOAIIUL D] ANS SJOUIYSIG XND U011S0dXD,] 2P 12[J2,] IUDUIDIUOD §2.NMDLIJUD SINDIS0]0I1X0) SIPNID, P SIVINSIY * [ NDA]qD ]



0T JNnS gz 93ed

‘sdg 1nod snyjiovgoronT j1e1 younsip snid o usrqoidorur Ianbreworq o]

‘(9nuIwIIp JUO 39 VIPLIISO]) SOP ISSB[D B

& judreudiredde jrednid ef juop) sonbrwryo sympoid so7 snoy red S9N JUdWIUNIIOD 939 JUO
suoxe) 71 19 ‘onbruuryo 3mpoid un sutow ne 1ed djue)sisiod d1rue Op SIYI[B 919 JUO SUOXE) ¢/
‘sutow} sadnoi3 xne podder sed sojgw soamyuo3oad

SOp [809J QWIOIQOIOIW J] SUBP J[RIQUIS QIQIURW Op dI9e sed JeIQu eyde 9IISIOAIP B

‘(2dnoig/¢7 - 1 = u) saurewas ()Z op
s93e sorewr saxmrug3ord Sop S0 SO SUBP SISI[BII 919 JUO
091q1o anbrwojoqelow e[ 30 S9T INYV,[ op a8eduonbgs o

‘(Teyewysod anol
owe [ Z) UONEIOR] ] op uly B[ g nbsnl uone)sol op ol ,,8
np ol xed sroy aun (3y/8w z°0) Sdg ne no (/5w z°0)
vdadl ne ‘(35w 7°0) Ly-dad ne ‘(3w o] ‘spewr op
J[Imy) 9[NOIYIA ne J[elo 910A Jed s99s0dxd sopIALIS SLINOS

(18) 1202
“Ip 39 Z3WoN)



0T JNS g2 23ed

"99AI19SqO
910 B D]]2104244 dIUO3 NP JAIR[OI 90UBPUOQR,[ Op Uonejuowdne ounnb
SIpuE} ‘1€7dD 9IUdS np 10 BIOSBYOIBAINT ‘BLIOJOBQOUNOY ‘BLIOJOBQOIIOI]
elAyd ston sop oane[ar douepuoqe,| 9p uopnnuiwip dun Jed 99SLIIOBILD
‘QIeUIISAIUI ISOLIQIOBGSAP oun jnpul & Jg ne d[[ouuonelsad uonisodxd, T

‘uosdwrg op 30 uouueys ap sadrpul sof Jed oo101dxo eyde
QJISIOAIP B[ QNUIWIIP B 39 ‘OIud8 np 30 wnjAyd np XneoAru xne [eunsojul
9JOIQOIOIW 9] JUSWAAIIROYTUSIS 9J09)Je € Jg( 9P Sy/Sw [0 & uonisodxo, T

"21IB)IUNWIWI UOIOUOJ B[ B 19
onbrjo310u9 SWISI[ORIPW NE SII| SILIPIILQ SAUIBLIAD AP ANJR[II dOUBPUOQR,|
Op JUSWIWEIOU ‘[RUNSIIUI 2]0OIQOIJIW NP uonIsoduiod ] 9p suonedyIpoul
SOp Qurenud JyeAe JHH ne 30 sonbnsejdoronu xne a9uIquod uonisodxo, T

"OAIJR[21 9OUBPUOQER,P 19
oUUSLIPIORQ UONISOdWOd 9P SAULID) UD J[RUNSAUI JIO[J B[ SUBP JUSWASURYD
pueid snid o wnunfol 9] suep onboaoid e JHAQ ne uonisodxd,
-ournosew arnjrugdoid el zoyo [eunsajul

oworqoIorw np 9so1qsAp aun,nb 1sure anbrjoqelow swoIpuks un Qurenud
e (mol/3y/8w z°0) JHAQ 9p Sosop sd[qrey ap & oejeudrd uonisodxo, T
'S9)op1019)org/SOINOIULIL] 913Ud JJoddes o] QJuowdne e 19 sjel SO

ZOUO [BUIISOIUI 2}01OIOIW NP ISIIAIP B[ 9qinad © JHH ne uonisodxo, T

‘SLINOS $99 ZAYD XNBIYJ SA[0qeIQW Sop [1JoId 9] 19 [BUNSIUT 9)01qOIOTW

np QINBUNWIWOD B[ 3P 2INONNS B[ JPpow e JHA ne uonisodxs, T
"SLINOS 9p WNO®D

np NUAJUOD 9] SUBP SIJIPIoIdoRg/SANOTULI,] Jodder np uononpar sun
19 oreunsajur arojoydiow e[ 9p UoneqINIIdd SUN DOAE [RUIISIUI )0IOIII
np neunwiwod e[ Ipow e JHH( ne suLd) Suof & anbruoiyd uonisodxs,

syeynsaa xnedpurig

‘[erewysod 1ol

owe [ T TB $39109[[03 919 U0 $adnoig ¢ sop s[pwr aumius3old el ap $309) 897
‘(odnoi3/g=u) srew op

ormy,p 3y/jw ¢ nda1juo o1eo9y uonejue[dsuen op odnoi3 o1 10 urowy odnoi3
9] anb sipue) ‘yuswdOyoN020R,| 9p Inol ne nbsnl uoneisss v ap ol 7| Np
33/|Ww G 9p SWIN[OA UN B SIBW JP J[INY,[ 9P Suep snossip 4gd 2p 33/3w 00S
B 5950dx9 ‘sourewas g op s93e SI[BW 10 SO[[OWRJ SA[NPE S}l G[ 9P [810} U
‘[e1o o3eae3

Ied (z=u) sourewas 9 op $993¢e (9, TS SLINOS sop & sonsturwpe (3y/Sw
I 30 1°0) d9d 9p NO 9[NOIYQA O SOUIBWAS ()] 9P XNBJUWILIRAX SI[OA)

(Ines dHAA)
Juisod oronuod un e no (molysamonaed (] x ¢Z°G uolAud ‘Inol/3y/Sw

001) soeeyd sop Jed sounwejuod  sonbnsejdosoru sop B ‘sadidia

sanbnsejdororw sap € ‘yedou ojonuod un e simnol (¢ juepuad [e10 oFeaed
Jed so9sodxd 10 (0880/9 = u) so3eo 7] suep piesey ne sanaedar SLMOS 7/

-o3eAed

Ted anol 1ed [a10d10d sprod op 3y/3w )OS 9p 2sop aun & JHAJ ne [ereussod
mol ,,,6¢ ne [ejewsod ol ,,,zz np s9sodxd sourewos ¢ ap $3g s1el 7|
‘Teruared juowo(dnoooe|

jueAe simol , jueduowrwiod ud ‘smol gz juepuad nunuoo uo [eio oFesed
Ted mol/3y/8w 0z 19 7 ‘7°0) dHAJ ne 9rereudrd uonisodxo,p uLmu S[9PON
‘sourewds ¢z juepuad JHHQ op mol 1ed

3y/8w G0 & s9s0dx0 ‘SourewdsS ¢ Ip $9Fe ‘QIUBS QUUOQ U SO[[OWJ SIBl ()}
‘siol

0¢ uepuad ol 1ed gHAQ 9p [e10dioo sprod op 3y/Sw (0GT noO 0OS ‘0
e onbinseSenur o104 Jed s99s0dxd sourBWAS §, 9P SAY3. SLINOS ()¢ AP [€I0} U[)

‘uoneIUAWIR,|
op sreiq o] Jed sourewas 4 juepuad inol red gHAQ op [o10d109
sprod ap Sy/3w ¢ No GO°Q ‘0 & S9950dx2 SaurewIds § Op SA93e SO[BW SLINOS 7

SOPOYRIN

(68)
*Iv 39 SueyyzZ

(88) “1v 39 Buorx

(L8) 1w 19 3ud(q

(98) 0202
“Ip 13 oeyZ

(s8)
020T “I7 19 uey

(¥8)
120T “Iv P nx

(€8)
120T “17 19 ng

(z8)
7707 “v P n§
SIIUAIJNY

[pu1IS2IU1 2101GO.L21UL 2] NS SAIVIDIY XND UOI1SOdXD,] P $2[J2 SI] ANS S2.4MDLIDIUD SINDIZ0]0I1X0] S2PNID SIP SIVINSIY . [[] NGV ]



Matériel et méthodes

1. Design de la cohorte couple-enfant SEPAGES et collecte des données
1.1. Population d’étude

Nous nous sommes appuyés sur la cohorte SEPAGES (Suivi de I’Exposition a la
Pollution Atmosphérique durant la Grossesse et Effet sur la Santé), une cohorte couple-
enfant avec un suivi treés intense et détaillé des expositions environnementales (90), visant
a diminuer les erreurs de classification de I'exposition par rapport aux anciennes cohortes a
orientation environnementale. La zone d'étude de la cohorte SEPAGES est centrée sur
l'agglomération grenobloise (440 000 habitants) et a une superficie de 45 km sur 90 km
(environ 4 000 km?). La population étudiée dans SEPAGES vit approximativement dans
une zone tampon de 80 km autour du centre de Grenoble, et comprend des zones urbaines,
périurbaines et rurales (y compris dans les montagnes). Les sujets d'étude de la cohorte
SEPAGES étaient les femmes enceintes, leur partenaire et leur futur enfant. Les femmes
enceintes devaient répondre aux criteres d'éligibilité suivants : étre enceinte de moins de 19
semaines gestationnelles a l'inclusion, étre agée de plus de 18 ans, avoir une grossesse
unique, prévoir d'accoucher dans I'une des quatre maternités de la région grenobloise et
habiter dans la zone d'étude. Les péres de I'enfant attendu se sont également vu proposer de
participer a I'é¢tude, sans critére d'exclusion. Le recrutement a eu lieu entre juillet 2014 et
juillet 2017 dans huit cabinets d'échographie obstétricale situés dans la région grenobloise.
Les recruteurs ont approché 3360 femmes pendant la période d'inclusion ; le taux
d'éligibilité était de 69% et, parmi les femmes approchées é¢ligibles, le taux de participation
¢tait de 21% (90). Le nombre final de familles incluses dans la cohorte SEPAGES,
correspondant a celles qui ont signé un formulaire de consentement a 1'inclusion, était de
484. Le projet GUMME (Microbiote intestinal dans I’enfance et expositions
environnementales maternelles) est limité a 360 familles disposant de données completes
(Figure 1). Tous les accords requis en matiere d'éthique et de confidentialité des données (y
compris ceux du CPP et de la CNIL) ont été obtenus ; toutes les familles inscrites ont signé

un formulaire de consentement éclairé.

1.2. Echantillons biologiques

Les femmes ont recueilli des échantillons de trois mictions par jour pendant chaque
semaine de suivi (vers 18 et 34 semaines de gestation, et vers 2, 12 et 36 mois post-natals),

dans des flacons en plastique dont la composition ne comprenait pas de bisphénols ou de



phtalates. A partir de la population de 1'é¢tude de faisabilit¢ SEPAGES, il a ét¢ démontré
que, lorsqu'il s'agit d'estimer les effets d'expositions moyennées sur des fenétres dune
semaine ou plus, la collecte de trois échantillons d'urine par jour ne devrait pas entrainer de
biais, par rapport a une collecte de tous les échantillons d'urine quotidiens (qui est plus
fastidieuse) (91). Des tubes de prélévement (Sarstedt, Niimbrecht, Allemagne) garantis
sans phtalates ont ét¢ fournis aux femmes participantes. On a demandé aux femmes de
remplir un journal indiquant les heures de toutes les mictions et le délai avant de mettre
I'échantillon d'urine au congélateur. Apres la collecte, les échantillons ont été conservés a -
20°C au domicile des participantes. A la fin de la semaine de suivi, les échantillons ont été
récupérés par un agent de terrain de l'étude et apportés a la biobanque, stockés a -20°C
jusqu'a ce qu'ils soient décongelés a 4°C, aliquotés et stockés a -80°C. Conformément a la
méthode de regroupement des biospécimens d'un méme sujet, des aliquotes de pools
hebdomadaires (pools du méme volume de chacun des échantillons collectés au cours
d'une semaine de suivi) ont été préparés pour chaque sujet. Le sang maternel a été prélevé

a domicile autour de la dix-huitiéme semaine de gestation.

Il a été demandé¢ aux parents de la cohorte SEPAGES de collecter des échantillons
fécaux de leur progéniture a quatre reprises au cours des trois premieres années de vie de
I'enfant (deux mois, un an, deux ans (pour un sous-échantillon) et trois ans) dans un
récipient scellé. Afin d'assurer une bonne conservation congelée, les échantillons ont été
immédiatement stockés a -20°C au domicile du volontaire (pendant 1 a 7 jours),
transportés sur glace du domicile du volontaire a la biobanque certifié¢e du CHU de
Grenoble ou ils ont été séparés en trois aliquotes puis stockés a -80°C. Ces échantillons ont

été utilisés pour 1'évaluation de la composition du microbiote intestinal.

2. Evaluation de I’exposition aux produits chimiques

Les facteurs environnementaux d'intérét sont des composants de 1'exposome
chimique évalués a partir d’échantillons biologiques : les familles des phénols, des
composés perfluorés et des phtalates. Les molécules chimiques mesurées dans la cohorte
SEPAGES sont énumérées dans le Tableau IV. Les composés perfluorés ont été
déterminés dans le sérum de toutes les femmes de la cohorte SEPAGES a environ 18
semaines de gestation, par chromatographie liquide a haute performance et spectrométrie
de masse en tandem (LC-MS-MS) (92,93). Le choix du sérum comme matrice biologique

se justifie par le taux de détection généralement beaucoup plus €levé des PFCs dans le sang
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par rapport au lait, et par le fait que toutes les femmes de la cohorte SEPAGES n'ont pas
allaité. Par conséquent, le recours aux échantillons de sang devrait augmenter la puissance
statistique et permettre de caractériser I'effet d'un plus grand nombre de PFCs, comparé a
ce qui serait obtenu avec des échantillons de lait. Les phénols et les phtalates ont été
déterminés dans les échantillons d'urine des méres et des enfants SEPAGES, pendant le
deuxiéme et le troisieme trimestre de la grossesse, et a 2 et 12 mois apres la naissance. Une
approche de pooling intra-sujet permettant d'estimer efficacement les niveaux urinaires de
biomarqueurs et de métabolites présentant de fortes variations temporelles tels que les
phénols et les phtalates a été appliquée (94). Les urines ont été regroupées et congelées, et
a partir de ces échantillons congelés, un dosage des concentrations des polluants (ou de
leurs métabolites) a été effectué. Les phénols ont été¢ déterminés par extraction en phase
solide en ligne avec chromatographie liquide a ultra-haute performance et spectrométrie de
masse (UPLC-MS-MS) (95), tandis que les métabolites des phtalates ont été évalués par
dilution isotopique - chromatographie liquide a haute performance (HPLC) - spectrométrie
de masse en tandem par ionisation electrospray (96). Tous les composés ont été analysés a
I’Institut de Santé Publique (NIPH) d'Oslo. Lorsque cela était possible, nous avons
appliqué une transformation logarithmique népérienne aux variables des dosages des
polluants afin de nous rapprocher d'une distribution normale. La limite de détection (LOD)
est définie comme la concentration la plus faible d'un analyte dans un échantillon qui peut
étre détectée de manicre cohérente, et la limite de quantification (LOQ) est définie comme
la concentration la plus basse auquel un analyte peut étre quantifi€¢ avec un certain degré de
certitude. Quelques mesures chimiques dans SEPAGES contenaient trop d'observations en
dessous de la LOD. Pour cette raison, ces variables d'exposition sont catégorisées. Les
composés dont plus de 95% des observations sont inférieures a la LOD sont exclus de nos
analyses (phénols : bisphénols AF, B et F, triclocarban ; composés perfluorés : acide
perfluorotétradécanoique (PFTeDA), acide perfluorobutanoique (PFBA), acide
perfluoropentanoique  (PFPeA), acide perfluorohexanoique  (PFHxA), acide
perfluorodécane sulfonique (PFDS), N-M¢éthylperfluorooctane sulfonamide (MeFOSA), N-
Ethylperfluorooctane sulfonamide (EtFOSA), 6 : 2 perfluoroalkyl phosphatemonoester
(6:2 PAP), 8:2 perfluoroalkyl phosphate monoester (8:2 PAP), acide
perfluorooctylphosphonique (PFOPA), acide perfluorodécylphosphonique (PFDPA)) ; et
phtalates : monocyclohexyl phtalate (MCHP), Mono-n-octyl phtalate (MnOP) et Mono-n-

pentyl phtalate (MnPEP)). Toutes les autres mesures de substances chimiques totales dans
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les urines ou le sérum (en ng/mL) sont imputées pour les quelques observations (<30%)

inférieures a la LOD, ou supérieures a la LOQ.

3. Facteurs d’ajustement

A partir des questionnaires SEPAGES, des informations sur les facteurs
sociodémographiques, les antécédents médicaux, les traitements médicaux utilisés, les
événements de santé, la consommation de tabac, le tabagisme passif pendant la grossesse
et chez I’enfant, les caractéristiques du foyer (présence d'animaux domestiques) ont été
recueillies. Le mode d'accouchement a été recueilli par le biais des dossiers hospitaliers et
toutes les mesures de poids et de taille effectuées par les praticiens de santé ont été copices
a partir du carnet de santé de l'enfant. Des informations sur le régime alimentaire et la

fréquence des repas ont été demandées a 3, 6, 12, 18 et 36 mois.

Tableau IV : Méthode d'évaluation de l'exposition aux phénols, aux composés perfluorés et

aux phtalates chez les participants de la cohorte SEPAGES.

Matrice Période
Exposition chimique biologique (M : Mére Méthode d'analyse
E : Enfant)
Phénols Urine M : Vers 18 et 34  Extraction en phase solide en ligne
Bisphénols A, AF, B, S, F:; semaipes de avec chromatographie liquide é,ultra-
triclosan; triclocarban; méthyl, gestation haute performance et spectrométrie de
¢thyl, butyl, propyl parabénes; E: Ve.rs 2,12 et masse (UPLC-MS-MS) (95).
benzophénone 3. 36 mois
Composés perfluorés Sérum M : vers 18 Chromatographie liquide a haute
) semaines de performance et spectrométrie de masse
5 PFSAs (incluant le PFOS), 11 gestation en tandem (LC-MS-MS) (92,93).
PFCAs (incluant le PFOA), 3
FOSAs
Phtalates Urine M : Vers 18 et 34 Dilution isotopique - chromatographie
. ) semaines de liquide a haute performance (HPLC) -
Métabolite du DEP (MEP) gestation spectrométrie de masse en tandem par

Métabolite du DiBP (MiBP)
Métabolite du DBP (MnBP)
Meétabolite du BBP (MBzP)
5 métabolites du DEHP
(MEHP, MEHHP, MEOHP,
MECPP, MMCHP)

3 métabolites du DINP (oh-
MiNP, 0xo-MiNP, cx-MiNP)

3 métabolites du DINCH

oh-MINCH, oxo-MINCH, oh-
MPHP

E:Vers2, 12 et
36 mois

ionisation electrospray (96).
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4. Evaluation du microbiote intestinal

4.1. Séquencage et traitement des données

Nous nous sommes concentrés sur le microbiote intestinal a un an, une période
sensible ou le microbiome connait un développement rapide (97-99). 360 échantillons
fécaux ont été collectés, aliquotés, extraits et amplifiés a un an.

L'ADN des échantillons fécaux des enfants a été extrait a 1'aide d'une technique
dont il a été prouvé qu'elle permet une représentation précise de la communauté
microbienne globale (validée par le projet européen MetaHIT et le projet IHMS) et permet
en outre des analyses phylogénétiques et métagénomiques. L'amplification de I'ADN par
réaction en chaine par polymérase (PCR) permet de cibler le locus génomique d'intérét et
de synthétiser une quantité suffisante pour le séquencage. Un bon marqueur taxonomique
doit étre universel, c'est-a-dire présent dans tous les génomes extraits en contenant des
séquences conservées ; et spécifique, c'est-a-dire contenant des séquences variables.
Différents loci se sont imposés comme marqueurs de référence, souvent présents dans
I'opéron ribosomal, et dans l'acide ribonucléique ribosomal 16S (ARNr 16S) en
bactériologie. Les ribosomes sont formés de deux sous-unités permettant la traduction de
I'ARN en protéine et la petite sous-unité est formée par 'ARNr 16S chez les bactéries. Il
s’agit d’un ARN non codant composé¢ d'environ 1500 nucléotides avec des régions
conservées et variables. Les régions conservées permettent de construire des amorces afin
de sélectionner la région d'intérét et de capturer la totalit¢ de I'ARN 16S. Les régions
variables n'ont pas de role fonctionnel important et peuvent diverger au cours de 1'évolution
en raison de mutations neutres, mais elles jouent un role clé dans le séquencage pour
distinguer les taxons bactériens. Le séquencage a haut débit (Illumina MiSeq) de la région
V3-V4 du géne de I'ARNr 16S a été réalisé par une plateforme certifiée (100). Il a permis
de caractériser la composition du microbiote intestinal bactérien des enfants SEPAGES a 1
an. Pendant de nombreuses années, I'unité standard pour I'attribution taxonomique était les
unités taxonomiques opérationnelles (OTU), qui sont générées en regroupant les séquences
sur la base d'un seuil de similarité partagé (généralement 97 %), et sans utiliser les
séquences exactes. Puis une seconde unité standard pour 1’attribution taxonomique est
apparue, les variants de séquence d'amplicon (ASV). Ils font référence a des séquences
d'ADN uniques obtenues lors du séquengage a haut débit du géne marqueur. Ces ASV sont
créés apres 1'élimination des séquences erronées générées pendant la PCR et le séquengage.
La méthode ASV permet de distinguer et de résoudre les variations de séquence par un

seul changement de nucléotide, ce qui permet d'éviter de regrouper les séquences sur la
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base d’un seuil de similarité. Elle fournit donc une mesure plus précise de la variation entre
les séquences. Le Dr Patricia Lepage (INRAE, Jouy-en-Josas) nous a fourni les données
issues des deux approches en utilisant QIIME (un pipeline bioinformatique open-source
permettant de réaliser des analyses du microbiome a partir de données brutes de
séquencage de 'ADN) mais pour les raisons mentionnées ci-dessus, nous avons choisi de
concentrer nos analyses sur les données générées par l'approche ASV.

Le traitement statistiques des données a été effectué sur le logiciel R (4.1.0). Les données
de séquencage des communautés microbiennes sont organisées en grandes matrices ou les
colonnes représentent les échantillons, et les lignes contiennent les comptes observés pour
chaque ASV, représentant les différents types de bactéries. Ces tableaux sont souvent
appelés tables des ASVs. Parmi les 360 échantillons de selles a un an, nous avons retiré 4
¢chantillons dont la qualit¢ de 'ADN ou du séquengage était faible. Pour contrdler la
variation de séquencgage, les données ont été raréfiées a une profondeur de 5 000 séquences
par échantillon, ce qui a conduit a I'¢limination de 6 échantillons. La raréfaction consiste a
sous-échantillonner la table des ASVs pour obtenir la méme profondeur de séquencage
pour chaque échantillon. Il s'agit d'une normalisation du compte "brut" de la table des
ASVs qui est nécessaire pour comparer les échantillons entre eux dans les analyses d’alpha
diversité. Un certain nombre de préoccupations en découlent : un seuil de séquencage bas
ignore beaucoup d'informations sur les échantillons, mais un seuil de séquencage élevé
peut écarter de nombreux échantillons avec trop peu de lectures. Pour voir si notre richesse
estimée aprés raréfaction correspondait a la richesse réelle de nos échantillons de
microbiote, nous avons examing les courbes de raréfaction et compté le nombre d'ASV
pour un ensemble de sous-échantillons a différents seuils de profondeur de séquengage
(Figure 4). Enfin, a partir de la cohorte SEPAGES, 350 nourrissons ont fait I'objet de nos
analyses d'a-diversité (voir ci-dessous) et 356 nourrissons ont fait 'objet de nos analyses

de taxonomie. (Figure 1).
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Familles participanta la cohorte SEPAGES
(Lyon-Caen 2019)
N=484
N = 4 échantillons avec bas [« Enfants avec un échantillon de selle a un an
niveau de séquencage exclus N=360
N = 6 échantillons exclus aprés Echantillons avec données de séquencage
raréfaction « effective
(seuil : 5 000) N=356
350 échantillons de selles apreés 356 échantillons de selles apres
normalization par rarefaction normalisation par proportion
disponibles pour les aralyses disponible pour les analyses de la
d’alpha diversité taxonomie

Figure 1: Flowchart des participants dans le projet GUMME.

4.2. Diversité et composition du microbiote intestinal

La diversité alpha représente la diversité au sein d’un échantillon unique. Les
estimations de la diversité alpha ont été calculées a 1'aide de 1'indice de richesse spécifique,
de I'indice de diversité de Shannon et de la diversité phylogénétique de Faith, a partir de la
table des ASVs raréfiés (5 000 séquences, n=350). La richesse spécifique se traduit par le
nombre d'ASV différents observés dans un échantillon. L'indice de diversité de Shannon

(H)= =Yi_ipiIn p; est ¢gal au nombre total d'ASV dans un échantillon, pondéré par

leurs abondances relatives (indice de régularité des especes) dans cet échantillon. p est la
proportion (n/N) d'individus d'un ASV particulier trouvés (n), divisée par le nombre total
d'individus trouvés (N), s est le nombre d'ASV. La diversité phylogénétique définie par
Faith représente la longueur de branche dans un arbre phylogénétique qui meéne a des
micro-organismes différents. Cet indice est égal a la somme des longueurs de toutes les
branches de l'arbre qui recouvrent les membres de l'ensemble d’un échantillon. Les
longueurs des branches de l'arbre sont informatives car elles comptent le nombre relatif de
nouvelles caractéristiques apparaissant le long de cette partie de I'arbre (101).

Des analyses taxonomiques ont été réalisées pour les quatre phyla et les quatre
genres les plus abondants a un an, a partir de la table des ASVs normalisée en abondance

relative (n=356).
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5. Analyses statistiques

Nous avons imputé les valeurs manquantes des variables d'ajustement en utilisant
une imputation simple par appariement prédictif des moyennes. Les corrélations entre les
expositions ont été évaluées a l'aide des coefficients de corrélation de Spearman. Nous
avons normalis¢ les données ASV "brutes" pour les analyses d'a-diversité par raréfaction,
et nous avons normalisé les données ASV "brutes" en abondance relative pour les analyses
taxonomiques. Nous avons ¢évalué séparément les associations de chaque exposition avec
'a-diversité et I'abondance des taxons (nous avons considéré les quatre phyla et genres les
plus fréquents uniquement) pour limiter les problemes de comparaisons multiples. Nous
n'avons pas imputé les données manquantes sur les expositions d’intérét.

Tout d'abord, nous avons évalué l'a-diversité en utilisant 3 mesures de diversité : la
richesse spécifique, la diversité de Shannon et la diversité phylogénétique de Faith. Pour
évaluer les associations entre 1'exposition aux toxiques a différentes périodes périnatales et
'a-diversité du microbiote intestinal a un an, nous avons utilis¢é un modele de régression
linéaire multiple, et ajusté pour les covariables identifiées a priori : 1’effet de batch
analytique, I’age de l'enfant au moment de la collecte des selles, le mode d'accouchement,
I’age gestationnel, I’intervalle inter-grossesse, les caractéristiques de 1'enfant (sexe, poids
et taille a la naissance et a un an), la période d'introduction de I'alimentation solide, la prise
d'antibiotiques entre la naissance et I’age de un an, la présence d'animaux domestiques, la
présence de fréres et sceurs, le tabagisme passif au cours de la premiére année de vie, et les
caractéristiques maternelles (parité, age et indice de masse corporelle (IMC) avant la
grossesse, niveau d’éducation et statut tabagique pendant la grossesse). Le graphique
acyclique direct est donné Figure 3.

Ensuite, pour étudier les différences d'abondance relative des genres et des phyla
majoritaires en fonction des expositions aux polluants a différents périodes périnatales,
nous avons adopté le modéle de régression linéaire multiple développé pour les analyses
d’a-diversité, ajusté pour les mémes covariables et appliqué aux quatre phyla et genres les
plus abondants considérés séparément.

Finalement, nous avons testé la sensibilité¢ des analyses d’a-diversité a deux seuils
de raréfaction différents (5 000 et 10 000). Nous avons aussi testé différents indices de
diversité¢ alpha qualitatifs et quantitatifs mais pour des raisons de comparabilité de nos
résultats avec ceux de la cohorte NoMIC, nous avons choisi les mémes indices que ceux
utilisés dans I'é¢tude d'Iszatt et al. (52). Nous avons utilisé la version 4.1.0 du logiciel R

pour toutes les analyses statistiques.
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Résultats
1. Population d’étude

Sur les 484 familles participant a la cohorte, 356 ont été incluses dans notre analyse
(Figure 1). Par rapport aux femmes enceintes de France et de Grenoble, les femmes
enceintes de la cohorte SEPAGES avaient tendance a étre plus agées en moyenne, avec
toutefois moins de femmes de plus de 40 ans, a avoir une parité plus faible et un niveau
d'éducation plus élevé. Comparativement aux femmes enceintes vivant en France, une
proportion significativement plus élevée de femmes issues de la cohorte SEPAGES avaient
un indice de masse corporelle compris entre 18,5 et 24,9 kg/m? et ne fumaient pas pendant
la grossesse. Aucune différence significative n'existait entre les femmes enceintes de
SEPAGES incluses dans le projet GUMME et celles exclues (Tableau V).

Concernant l'age gestationnel, les naissances des enfants de la cohorte SEPAGES
étaient plus souvent des naissances a terme par rapport aux enfants de France, et les enfants
de SEPAGES avaient tendance a avoir un poids et une taille de naissance plus élevés.
Aucune différence significative n'a été observée entre les enfants SEPAGES inclus dans le
projet GUMME, par rapport aux enfants SEPAGES exclus. Une description des enfants est
donnée dans le Tableau VI.

Les comparaisons des mesures d'exposition entre les 356 meéres et enfants inclus
dans le projet GUMME et ceux qui en ont été exclus sont données Tableau S 1.
Quelques différences significatives ont été observées. En ce qui concerne les phénols,
les niveaux de propylparabéne maternels au cours des deuxiéme et troisieéme trimestres
de la grossesse étaient plus faibles chez les méres incluses, par rapport a celles exclues
(p=<0,001 et p=0,003 respectivement), et les expositions maternelles au butylparabéne
au cours des deuxiéme et troisieme trimestres étaient également plus faibles chez les
meres incluses par rapport a celles exclues (p=0,047 et <0,001 respectivement). Au
cours du deuxiéme trimestre de la grossesse, l'exposition au PFOA était
significativement plus faible chez les meéres incluses (p=0,028), et les expositions au
PFTrDa et au PFBS étaient significativement plus élevées chez les femmes incluses
(p=0,001 et 0,009 respectivement). Enfin, 1'exposition maternelle au MiBP au cours du
troisieme trimestre de la grossesse était significativement plus élevée chez les meéres

exclues (p=0,016).
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La distribution des indices d’a-diversité et des quatre phyla et genres les plus
abondants chez les enfants d'un an de la cohorte SEPAGES sont données dans le

Tableau VII.
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Tableau V : Description des femmes enceintes du projet GUMME, de la cohorte SEPAGES, et
comparaison avec les femmes enceintes de Grenoble et de France.

SEPAGES (n=484) Population générale
Caractéristiques Inclus dans Exclus Grenoble? France®
GUMME (n=356)" (n=128)' (n=17,899)! (n =12,950)"
Age maternel (0,059)* (<0,001)? (<0,001)°
<20 ans 0(0) 0 (0) 113 (0,6) 204 (2,5)
20-24 ans 5(1,4) 8(6,2) 1483 (8,3) 1553 (12,0)
25-29 ans 85(24) 28 (22) 5116 (28,6) 4052 (31)
30-34 ans 170 (48) 60 (47) 6656 (37,2) 4377 (33,8)
35-39 ans 86 (24) 31(24) 3626 (20,3) 2236 (17.,3)
>40 ans 10 (2,8) 1(0,8) 900 (5,0) 519 (4,0)
Parité’ (>0,9)* (<0,001)° (<0,001)°
Primipare 164 (46) 58 (45) 6036 (39,7) 5464 (42,2)
1 enfant 156 (44) 58 (45) 6098 (40,1) 4609 (35,6)
>2 enfants 36 (10) 12(94) 3071 (20,2) 2872 (22,2)
Niveau d’éducation (0,062)* (<0,001)° (<0,001)°
Ecole primaire 0(0) 0 (0) 106 (1,4) 187 (1,6)
College ou lycée 17 (4,8) 12 (9.4) 2081(28,4) 5010 (42,9)
Université 337 (95) 116 (91) 5141 (70,2) 6464 (55.4)
IMC avant la grossesse 0,4)* (<0,001)°
<18.5 kg/m? 24 (6,8) 5(4,0) 863 (7.4)
18.5-24.9 kg/m? 270 (76) 94 (75) 7045 (60,8)
25-29.9 kg/m? 49 (14) 18 (14) 2312 (20,0)
> 30 kg/m? 12 (3.4) 8(6,4) 1368 (11,8)
Mode d’accouchement (0,5)* N.A. N.A.
Voie basse 298 (84) 100 (81)
Césarienne 58 (16) 23 (19)
Intervalle inter-grossesse 0,7)* N.A. N.A.
Primipare 164 (46) 58 (46)
2 ans et plus 171 (48) 64 (50)
Moins de 2 ans 21(5,9) 5(3,9)
Tabagisn;e actif durant la 03y (<0,0016
grossesse
Non 310 (94) 91 (91) 9798 (83,4)
Oui 20 (6) 99 1946 (16,5)
;‘:Obszglssl:le passif durant la (0,10y° NA. NA.
Non 277 (82) 75 (74)
Oui 62 (18) 26 (26)
'n (%).

’Base de données des certificats de naissance fournis 8 jours aprés la naissance et couvrant le département de 1'Isére, ol se trouve
Grenoble. La population a été restreinte aux femmes (1) ayant accouché dans l'une des 4 maternités de la région grenobloise, (2) dgées
de plus de 18 ans au moment de l'accouchement et (3) dont la date des derniéres régles était comprise entre mars 2014 (pour
correspondre a la population SEPAGES) et février 2017 (aucune donnée n'était disponible apres cette date).

3Source : Enquéte périnatale frangaise 2016.

#P-value ; test du chi-deux (ou test exact de Fisher) comparant les caractéristiques des femmes enceintes incluses dans GUMME avec
celles des autres femmes enceintes de la cohorte SEPAGES.

P-value ; test du chi-deux (ou test exact de Fisher) comparant les caractéristiques des femmes enceintes incluses dans SEPAGES avec
celles des femmes enceintes vivant dans la région de Grenoble.

P-value ; test du chi-deux (ou test exact de Fisher) comparant les caractéristiques des femmes enceintes incluses dans SEPAGES avec
celles des femmes enceintes vivant en France (Enquéte périnatale frangaise 2016).

"Pour les femmes enceintes incluses dans SEPAGES, le tabagisme pendant la grossesse a été défini comme le fait de fumer a tout
moment de la grossesse. Pour les femmes enceintes vivant en France, le tabagisme pendant la grossesse a été défini comme le fait de
fumer pendant le troisi¢éme trimestre de la grossesse.

N.A. : Non disponible.
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Tableau VI : Caractéristiques des enfants du projet GUMME, de la cohorte SEPAGES, et
comparaison avec les enfants de Grenoble et de France.

SEPAGES (n=484) Population générale
Caractéristiques Inclus dans Exclus Grenoble? Inclus dans
GUMME (n=356)" (n=128)" (n =17,899)! GUMME (n=356)'
Sexe (>0,9)* (0,18 (0,02)°
Fille 165 (46) 57 (46) 8878 (49,7) 6630 (52,0)
Gargon 191 (54) 67 (54) 8986 (50,3) 6118 (48,0)
Age gestationnel (0,6)* (0,05)° (<0,001)°
<37 semaines d’aménorrhée 38 (11) 14 (11) 1908 (10,7) 1938 (14,7)
38-39 semaines d’aménorrhée 130 (37) 53 (43) 7919 (44,5) 5593 (42,5)
40 semaines d’aménorrhée 117 (33) 35(28) 4793 (26,9) 3348 (25,4)
> 41 semaines d’aménorrhée 71 (20) 22 (18) 3194 (17,9) 2277 (17.,3)
Poids a la naissance 0,2)* 0,41y (<0,001)°
<1500 g 1(0,3) 1(0,8) 157 (0,9) 140 (1,1)
1500-2499 g 14 (3,9) 1(0,8) 740 (4,1) 840 (6,4)
2500-2999 g 59 (17) 23 (19) 3346 (18,7) 2716 (20,6)
>3000 g 282 (79) 98 (80) 13,629 (76,3) 9462 (71,9)
Taille a la naissance (0,6)* (0,09)° (<0,001)°
47 cm 41 (12) 11(9,4) 1935 (11,4) 2376 (19,7)
48-49 cm 89 (25) 29 (25) 5101 (30,1) 3700 (30,6)
50-51 cm 141 (40) 54 (46) 6384 (37,7) 4220 (34,9)
>52 cm 84 (24) 23 (20) 3513 (20,7) 1785 (14,8)
;Ao%iedi I’introduction de la nourriture (0,090)* NA. NA.
Non introduite a un an 16 (5,0) 4(6,7)
Entre 6 et 12 mois d’age 50 (16) 16 (27)
Entre la naissance et 6 mois d’age 253 (79) 40 (67)
Prise d’antibiotiques avant ’Age d’un an (0,094)* N.A. N.A.
Jamais 258 (73) 88 (83)
Une fois 68 (19) 12 (11)
2 fois et plus 29 (8,2) 6 (5,7)
‘"l)“?el);igéiiren; ::és:if de I’enfant pendant la (0,6)* NA. NA.
Non 277 (78) 63 (81)
Oui 79 (22) 15 (19)
Présence d’animaux au domicile (0,3)* N.A. N.A.
Non 222 (71) 49 (65)
Oui 89 (29) 26 (35)
Poids a un an (Kg) (0,8)* N.A. N.A.
9,2 (8,7, 10,2) 9.4 (8,8, 10,1)
Taille 2 un an (cm) 0,9)* N.A. N.A.
76 (74, 78) 76 (74, 78)
Durée de I’allaitement 0,5)* N.A. N.A.
Non allaité 29 (8,4) 11(12)
<24 semaines 122 (35) 35(@37)
24-47 semaines 117 (34) 32 (34)
Toujours allaité a 48 semaines 79 (23) 16 (17)

n (%), médiane (écart interquartile).

“Certificats de naissance fournis 8 jours aprés la naissance, couvrant le département de 1'Isére, ou se trouve Grenoble. La population a été
restreinte aux femmes (1) ayant accouché dans l'une des 4 maternités de 1'agglomération grenobloise. (2) qui avaient plus de 18 ans au
moment de l'accouchement (3) dont la date des derniéres régles était comprise entre mars 2014 (pour correspondre a la population
SEPAGES) et février 2017 (aucune donnée n'était disponible apres cette date).

Source : enquéte nationale périnatale francaise de 2016.

“P-value ; test du chi-deux (ou test exact de Fisher) comparant les caractéristiques des enfants inclus dans GUMME avec celles des
autres enfants de la cohorte SEPAGES.

P-value ; test du chi-deux (ou test exact de Fisher) comparant les caractéristiques des enfants inclus dans SEPAGES avec celles des
enfants vivant dans la région grenobloise.

P-value ; test du chi-deux (ou test exact de Fisher) comparant les caractéristiques des enfants inclus dans SEPAGES avec celles des
enfants vivant en France.

N.A.: Non disponible.
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Tableau VII : Distribution des indices d'alpha diversité et des quatre phyla et genres les plus
abondants chez les enfants d 'un an dans la cohorte SEPAGES.

Caractéristiques Min. 1¢* quartile Médiane Moyenne® 3™ quartile Max.
Indices d’alpha diversité!
Richesse spécifique 18 64 81 83,15 99 184
Indice de Shannon 0,38 2,25 2,6 2,55 2,93 3,77
Indice de Faith 98,22 250,44 302,21 304,49 351,43 551,28
Phylum?
Genré’
Firmicutes 0,86 22,28 35,61 38,11 51,39 90,71
Blautia 0 1,33 4,12 8,16 11,2 67,83
Actinobacteria 0,02 10,82 26,2 30,01 47,79 97,63
Bifidobacterium 0,02 9,59 24,93 28,97 45,84 97,63
Bacteroidetes 0 2,72 10,43 17,41 28,34 80,3
Bacteroides 0 1,84 9,09 15,56 25,53 77,75
Proteobacteria 0 0,4 1,63 8,34 6,84 93,32
Escherichia Shigella 0 0,16 0,94 6,59 5,39 93,26

!Calculé sur les données ASV raréfiées au seuil de 5 000 (n=350 sujets).
Distributions des phyla et de leurs genres les plus abondants, calculées sur les données d'abondance relative (n=356).
3Proportion en moyenne dans le microbiote intestinal des enfants d'un an de la cohorte SEPAGES.

2. Relations entre les caractéristiques de la mere et de 1'enfant et la diversité

et composition du microbiote intestinal de 1'enfant

Des métriques d'alpha diversité ont été utilisées pour évaluer la diversité du
microbiote au sein d'un échantillon. Comme le montrent les courbes de raréfaction basées
sur les ASV observés en fonction de la profondeur de séquengage (Figure 4), le nombre
d'ASV détectés a augmenté et s'est stabilisé a mesure que le nombre de séquences extraites
augmentait. La profondeur de séquengage choisie pour nos analyses (5 000) était
appropriée pour observer un grand nombre d’ASV sans exclure un trop grand nombre
d’échantillons. Les associations entre les caractéristiques de la mére et de l'enfant et la
diversité du microbiote intestinal sont présentées dans le Tableau S 2. Les enfants nés par
voie basse avaient un indice de Shannon plus élevé (= 0,17, IC 95 % : 0,0 ; 0,3), par
rapport a ceux nés par césarienne. Les enfants exposés au tabagisme passif pendant la
premicre année de leur vie avaient tendance a avoir un indice de richesse spécifique plus
faible (B=-9,6, IC 95 % : -17 ; -1,8) et un indice phylogénétique de Faith plus faible (B= -
25,1C 95 % : -47 ; -3,2), par rapport aux enfants non exposés au tabagisme passif. La taille
a la naissance était positivement associée aux trois indices de diversité alpha que nous
avons étudiés (p=0,006, 0,021 et 0,011 pour les indices de richesse spécifique, de Shannon
et de diversité phylogénétique de Faith respectivement). L'utilisation d'antibiotiques au

cours de la premiere année de vie avait tendance a étre négativement associée a la richesse
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spécifique et a la diversité phylogénétique de Faith (p=0,18 pour les deux indices). Aucune

des autres caractéristiques n'était clairement associée aux indices d’alpha diversité.

Les associations des caractéristiques des meres et des enfants avec les quatre
principaux phyla et les quatre principaux genres sont présentées respectivement dans les
Tableau S 3 et Tableau S 4. La durée de l'allaitement maternel était associée a une
diminution du genre Blautia dans les féces de I'enfant d'un an (=-8,0, IC 95% : -12 ; -3,6
chez les enfants encore allaités par rapport aux enfants non allaités). L’age gestationnel
¢tait associé¢ a une diminution du phylum Actinobacteria (= -2,2, IC 95% : -4 ; -0,3) et du
genre Bifidobacterium (P= -2,2, IC 95% : -4 ; -0,4), et a une augmentation du phylum
Bacteroidetes (B= 1,5, IC 95% : 0,04 ; 3). Enfin, nous avons observé une diminution a la
fois du phylum Actinobacteria (B= -5,7, IC 95% : -11 ; -0,6) et du genre Bifidobacterium
(B=-5,3, IC 95% : -10 ; -0,3) dans les selles des garcons par rapport aux selles des filles a

un an.

3. Relation entre les expositions aux xénobiotiques et la diversité du

microbiote intestinal de I'enfant

Les résultats concernant l'influence des phénols, des composés perfluorés et des
phtalates sur les indices d’alpha diversité (richesse spécifique, diversit¢é de Shannon et
diversité phylogénétique de Faith) sont donnés respectivement dans le Tableau VIII, le
Tableau IX et le Tableau X.

L'exposition maternelle a 1'éthylparabéne au cours du troisiéme trimestre de la grossesse a
diminué la diversité phylogénétique de Faith (B= -6,4, IC 95 % : -12 ; -0,3) et la richesse
spécifique (B=-2,2, IC 95 % : -4,3 ; 0,0) dans le microbiote intestinal des enfants a un an.
L'exposition au butylparabéne a deux mois était associée a des augmentations de la
richesse spécifique (B=7,6, IC 95 % : 0,3 ; 15) et de la diversité phylogénétique de Faith
(B=21, IC 95 % : 1 ; 42). L'exposition au bisphénol S a deux mois était associée a une
augmentation de la diversité phylogénétique Faith (B=18, IC 95 % : 0,57 ; 35). Nous
n'avons pas observé d'associations claires avec les indices d’alpha diversité pour les autres
expositions aux phénols, quelle que soit la fenétre d’exposition.

Nous n'avons pas non plus observé d'associations claires entre les expositions prénatales

aux composés perfluorés et les indices d’alpha diversité.
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Concernant les expositions aux phtalates, les expositions maternelles aux métabolites du
di-isononyl phtalate (DiNP) pendant le deuxiéme trimestre de la grossesse ont été associées
a une diminution de 1'indice de diversité de Shannon a un an (oxoMiNP : f=-0,1, IC 95% :
-0,16 ; -0,04 ; cxMiNP : B= -0,11, IC 95% : -0,19 ; -0,04). L'exposition de I'enfant aux
métabolites du DEHP a 12 mois étaient tous associés a une augmentation de la richesse
spécifique, de la diversité de Shannon et de la diversité phylogénétique de Faith dans le
microbiote intestinal de l'enfant d'un an : I’exposition au MEOHP ($=3,8, IC 95 % :
0,4;7,2, p=0,1, IC 95 % : 0,04 ; 0,18 et B=12, IC 95 % : 2,4 ; 22 respectivement),
I’exposition au MECPP ($=3,8, IC 95 % : 0,05 ; 7,6 ; p=0,1, IC 95 % : 0,03 ; 0,19 et =12,
IC 95 % : 1. 3, 22 respectivement), I'exposition au MEHHP (B=3.8, IC 95 % : 0,37 ; 7,2,
B=0,1, IC 95 % : 0,04 ; 0,2 et p=12, IC 95 % : 2,1 ; 21 respectivement), et l'exposition au
MEHP (B=6,3, IC 95 % : 2,6 ; 10, p=0,13, IC 95 % : 0,05 ; 0,21 et p=18, IC 95 % : 7 ; 28
respectivement). L'exposition au MMCHP a 2 mois a augmenté a la fois la richesse
spécifique (B= 15, IC 95 % : 3,6 ; 25) et la diversité phylogénétique de Faith (B= 43, IC 95
% : 12 ; 73) dans le microbiote intestinal de l'enfant d'un an. L'exposition au mono-n-
butyle phtalate (MnBP) a 12 mois, un métabolite du di-n-butyle phtalate (DnBP), a été
associée a une augmentation des trois indices d’alpha diversité que nous avons étudiés
(B=4, IC 95 % : 0,1 ; 8, p=0,1, IC 95 % : 0,02 ; 0,2 et =12, IC 95 % : 1 ; 23 pour la
richesse spécifique, la diversit¢ de Shannon et la diversité phylogénétique de Faith
respectivement) dans le microbiote intestinal des enfants d'un an. L'exposition au mono-
isobutyle phtalate (MiBP) a 12 mois, métabolite du phtalate de di-isobutyle (DiBP), a été
associée a une augmentation des trois indices de diversité alpha (= 4,4, IC 95 % : 0,9 ;
7,8, p= 0,09, IC 95 % : 0,02 ; 0,17, B= 13, IC 95 % : 3 ; 22 pour la richesse spécifique, la
diversit¢ de Shannon et la diversit¢ phylogénétique de Faith respectivement) dans le
microbiote intestinal des enfants d'un an. Nous n'avons pas observé d'association entre les
expositions au monobenzyle phtalate (MBzP) et les indices d’alpha diversité. L'exposition
de l'enfant a 12 mois au monoéthyle phtalate (MEP), le métabolite du diéthyle phtalate
(DEP), a augment¢ la richesse spécifique (B=3,6, IC 95% : 0,3 ; 7), la diversité alpha de
Shannon (B= 0,1, IC 95% : 0,04 ; 0,18) et la diversité phylogénétique de Faith (=10, IC
95% : 0,6 ; 20) chez les enfants d'un an. L'exposition a 2 mois de I'enfant au 6-hydroxy
monopropylheptyl phtalate (ohMPHP), le métabolite du bis(2-propylheptyl) phtalate, était
associée a une diminution de l'indice de diversité de Shannon (p= -0,25, IC 95 % : -0,47, -

0. 03) alors que l'exposition a 12 mois était associée a une augmentation de la richesse
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spécifique (B= 5,7, IC 95% : 1,3 ; 10), de la diversité¢ de Shannon ($=0,15, IC 95% : 0,06 ;
0,24) et de la diversité phylogénétique de Faith (B=17, IC 95% : 4,6 ; 29).
Enfin, nous n'avons pas observé d'associations entre les expositions aux métabolites de

DINCH et les indices d’alpha diversité a un an.
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4. Relation entre les expositions aux xénobiotiques et la composition du

microbiote intestinal de I'enfant

Les corrélations entre les abondances relatives des phyla et de leur genre principal
¢taient 1=0,48 pour le phylum Firmicutes et le genre Blautia, =0,99 pour le phylum
Actinobacteria et le genre Bifidobacterium, r=0,95 pour le phylum Bacteroidetes et le
genre Bacteroides, 1=0,9 pour le phylum Proteobacteria et le genre Escherichia Shigella.
Les corrélations entre phyla et genres sont données Figure 5.

Les associations entre 1’exposition aux phénols avec les 4 phyla et genres les plus
abondants sont décrits Tableau XI et Tableau XII respectivement. L'exposition prénatale a
I'éthylparabéne au cours du troisieme trimestre €tait associée a une augmentation du
phylum Firmicutes (= 1,7, IC 95 % : 0,07 ; 3,3) et du genre Blautia (B= 1, IC 95 % : 0,23
; 1,18). L'exposition a I'éthylparabéne a 12 mois était associée a une diminution du phylum
Proteobacteria (B= -0,81, IC 95 % : -1,6 ; -0,04). L'exposition des enfants au
propylparabéne a 12 mois était associée a une diminution du phylum Proteobacteria (= -
0,72, IC 95 % : - 1,3 ; -0,1) et du genre Escherichia Shigella (p= -0,6, IC 95 % : -1,1 ; -
0,07). L'exposition de l'enfant au bisphénol A a 12 mois a augmenté 1'abondance relative
du phylum Firmicutes (=3,4, IC 95 % : 0,8 ; 6). L'exposition a l'oxybenzone au cours du
deuxiéme trimestre de la grossesse a €té¢ associée a une augmentation du phylum
Actinobacteria (B= 2,4, IC 95% : 0,9 ; 4) et du genre Bifidobacterium (p= 2,5, IC 95% : 0,9
; 4) et au cours du troisieme trimestre de la grossesse a été associée a une augmentation du
phylum Firmicutes (B= 1,9, IC 95% : 0,3 ; 3,4) dans le microbiote intestinal de 1'enfant d'un
an. L'exposition de l'enfant a 1'oxybenzone a deux mois était associée a une augmentation
du phylum Firmicutes (f= 2, IC 95% : 0,3 ; 3,7) et a une diminution a la fois du phylum
Proteobacteria (B=-1,5, IC 95% : -2,8 ; -0,2) et du genre Escherichia Shigella (p=-1,5, IC
95% : -2,6 ; -0,4). Enfin, I'exposition au triclosan était associée, au cours du deuxieme
trimestre de la grossesse a une augmentation du genre Blautia (B= 0,7, IC 95 % : 0,2 ; 1,3),
a deux mois a une diminution du phylum Proteobacteria (= -1,7, IC 95% : -3,1 ; -0,3) et
du genre Escherichia Shigella (f= -1,8, IC 95% : -3 ; -0,6), et 2 douze mois avec une
diminution du phylum Proteobacteria (= -1,6, IC 95% : -3,1 ; -0,06) dans le microbiote
intestinal de I'enfant d'un an. Nous n'avons pas observé d'association entre l'exposition au
méthylparabene, au butylparabéne ou au bisphénol S et 1'abondance relative des principaux
phyla ou genres dans le microbiote intestinal des enfants d'un an.

Les associations entre les expositions aux composés perfluorés pendant le deuxieme

trimestre de la grossesse avec les 4 phyla et genres les plus abondants sont décrites dans le
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Tableau XIII et le Tableau XIV respectivement. L'exposition aux PFNA pendant le
deuxiéme trimestre de la grossesse a été associée a une augmentation de l'abondance
relative du phylum Actinobacteria (= 7,8, IC 95 % : 1,5 ; 14) et du genre Bifidobacterium
(B=7,9,IC 95 % : 1,7 ; 14). Les expositions maternelles au cours du deuxiéme trimestre de
la grossesse aux PFHxS, PFOS, PFHpS et PFHpA ont été associées a une diminution du
genre Escherichia Shigella (= -3,2, IC 95% : -6,1 ; -0,3, p=-3,8, IC 95% : -6,8 ; -0,8, = -
2,8, IC 95% : -5,6 ; -0,07 et B= -3,9, IC 95% : -7,7 ; -0,1 respectivement) dans le
microbiote intestinal de l'enfant d'un an. Il n'y avait pas d’associations claires avec les
principaux phyla et genres et les autres niveaux de PFCs.

Les associations entre les métabolites des phtalates avec les abondances relatives
des 4 phyla et genres les plus abondants sont décrites respectivement dans le Tableau XV
et Tableau XVI. Nous n'avons pas observé d'associations claires entre l'exposition aux
métabolites du DiNP et les quatre principaux phyla et genres dans le microbiote intestinal
des enfants d'un an. Concernant les métabolites du DEHP, l'exposition prénatale au MEHP
au cours du troisieme trimestre de la grossesse était associée a une diminution du phylum
Actinobacteria (B= -3,2, IC 95% : -6,3, -0,0) et du genre Bifidobacterium (f=-3,2, IC 95%
: -6,3, -0,04). L'exposition des enfants au MECPP a 2 mois était associée a une
augmentation a la fois du phylum Bacteroidetes (B=11, IC 95 % : 1,4 ; 20) et du genre
Bacteroides (p=12, IC 95 % : 2,8 ; 21). L'exposition au MEOHP, au MECPP et au
MEHHP a 12 mois était associée a une augmentation de 1'abondance relative du phylum
Firmicutes (p=4,2, IC 95 % : 1,7 ; 6,6, p=4,6, IC 95 % : 1,9 ; 7,3 et p=3,9, IC 95 % : 1,4 ;
6,4 respectivement). L'exposition au MEHP a 12 mois était associée a une diminution du
phylum Proteobacteria (B=-2,9, IC 95 % : -5,1 ; -0,6) et du genre Escherichia Shigella (p=
-3,1, IC 95 % : -5 ; -1,2). L'exposition au mono-n-butyl phtalate (MnBP) a 2 mois,
métabolite du di-n-butyl phtalate (DnBP), a été associée a une diminution du phylum
Proteobacteria (p= -8,2, IC 95% : -14 ; -2,3) dans le microbiote intestinal de l'enfant d'un
an. L'exposition au mono-isobutyle phtalate (MiBP) a 12 mois, métabolite du di-iso-butyle
phtalate (DiBP), était associée a une augmentation de l'abondance relative du phylum
Firmicutes (=3, IC 95 % : 0,45 ; 5,6) dans le microbiote intestinal de I'enfant d'un an.
Nous avons observé des associations entre les expositions prénatales au MBzP au cours du
deuxieme trimestre de la grossesse avec le phylum Bacteroidetes (= -3,3, IC 95 % : -6,1 ;
-0,5) et le genre Bacteroides (P= -3,4, IC 95 % : -6,1 ; -0,7). L'exposition de l'enfant aux
MEP a 2 mois était également associée a une augmentation du phylum Firmicutes (B= 8,

IC : 1; 15) dans le microbiote intestinal de I'enfant d'un an. L'exposition prénatale au MEP
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au cours du deuxieme trimestre de la grossesse était associée a une augmentation du
phylum Firmicutes (= 3,1, CI : 0,85 ; 5,3) et a une diminution a la fois du phylum
Bacteroidetes (B=-2,4, CI : -4,4 ; -0,38) et du genre Bacteroides (p= -2, CI : -3,9 ; -0,06)
chez les enfants d'un an. L'exposition post-natale au ohMPHP a 12 mois était associée a
une augmentation de I'abondance relative du phylum Firmicutes (B=4,1, IC 95 % : 0,8 ;
7,3).

Enfin, concernant les métabolites DINCH, 1'exposition a I'ohMINCH a 12 mois
était associée a une augmentation a la fois du phylum Actinobacteria (= 3,5, IC95 % : 1 ;
6) et du genre Bifidobacterium (B= 3,6, IC 95 % : 1,1 ; 6) et a une diminution du phylum
Proteobacteria (= -2,7, IC 95 % : -4,5 ; -0,95). L'exposition a I'oxoMINCH a 2 mois était
associée a une diminution du phylum Actinobacteria (= -12, IC 95 % : -21 ; -2,7) et du
genre Bifidobacterium (B=-12, IC 95 % : -20 ; -2. 7), et & 12 mois avec une augmentation
a la fois du phylum Actinobacteria (= 3,3, IC 95% : 0,8 ; 6) et du genre Bifidobacterium
(B= 3,4, IC 95% : 0,9 ; 6) et avec une diminution du phylum Proteobacteria (= -2,6, IC
95% : -4,5; -0,78) chez les enfants d'un an.
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5. Analyses de sensibilité

Nous avons testé la sensibilité des analyses de diversité alpha en utilisant deux
seuils différents de raréfaction (profondeur de séquencage, 5000 et 10 000), pour les
associations identifiées dans les analyses principales. Les résultats pour la richesse
spécifique, la diversité alpha de Shannon et les indices de diversité phylogénétique de Faith
sont présentés dans le Tableau XVII et le Tableau XVIII. Pour les trois indices de
diversité¢ alpha, ces analyses montrent que le choix du seuil entre 5000 et 10 000
n’influence pas fortement les résultats. Les comparaisons des indices de diversité alpha a

différents seuils de raréfaction sont présentées dans le Tableau S 5.

Lorsque nous avons test¢ différents indices de diversité alpha qualitatifs et
quantitatifs, les résultats étaient qualitativement similaires & ceux obtenus avec la richesse

spécifique, la diversit¢ alpha de Shannon et les indices phylogénétiques de Faith.
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Tableau XVIII : Analyse de sensibilité - Associations ajustées entre les expositions chimiques et la
diversité phylogénétique de Faith du microbiote intestinal chez les enfants d'un an de la cohorte
SEPAGES, en utilisant deux seuils de raréfaction différents.

Diversité phylogénétique de Faith

Seuil 5 000 (n=350)" Seuil 10 000 (n=339)

Biomarqueur et fenétre d’exposition Beta’ IC 95%’ p-value Beta’ 1C 95%’ p-value
Exposition maternelle 2 ’éthylparabéne au 3°™ trim. -6,4 -12;-0,33 0,039 -5,6 -13; 1,6 0,13
Exposition de I’enfant au butylparabéne a 2 mois 0,040 0,050

<LOD — — — —

>LOD 21 1,0;42 0,040 24 0,04 ; 48 0,050
Exposition maternelle au bisphénol A au 3*™ trim. 49 -3,6;13 0,26 6,0 -4,0;16 0,24
Exposition de ’enfant au bisphénol S a 2 mois 0,043 0,14

<LOD — — — —

>LOD 18 0,57 ; 35 0,043 16 -5,0; 36 0,14
Exposition maternelle 2 ’oxoMiNP au 2™ trim. -7,0 -16; 1,8 0,12 9,4 -20;0,76 0,070
Exposition maternelle au exMiNP au 2™ trim. -10 -21;0,54 0,063 -14 -26;-1,2 0,031
Exposition de I’enfant au MEOHP a 12 mois 12 2,422 0,015 16 42,27 0,008
Exposition de ’enfant au MECPP a 2 mois 40 -2,8;83 0,066 50 0,62 ;98 0,047
Exposition de I’enfant au MECPP a 12 mois 12 1,3;22 0,027 16 3,7,29 0,011
Exposition de ’enfant au MEHHP a 12 mois 12 2,1;21 0,017 15 4,1;27 0,008
Exposition de ’enfant au MEHP a 12 mois 18 6,9 ;28 0,001 22 10; 35 <0,001
Exposition de I’enfant au MMCHP a 2 mois 43 12,73 0,007 49 14 ; 85 0,007
Exposition de I’enfant au MnBP a 12 mois 12 1,0 ;23 0,032 15 2,4 ;28 0,020
Exposition de I’enfant au MiBP a 12 mois 13 29;22 0,011 15 3,627 0,010
Exposition de I’enfant au MBzP a 12 mois 6,3 -0,79 ;13 0,081 7,0 -1,2; 15 0,10
Exposition de I’enfant au MEP a 12 mois 10 0,63 ;20 0,037 15 3,526 0,010
Exposition de I’enfant au ohMPHP a 2 mois 0,57 0,55

<LOD — — — —

>LOD -9,5 -42 ;23 0,57 -11 -49 ;26 0,55
Exposition de I’enfant au ohMPHP a 12 mois 17 4,6 ;29 0,008 23 8,4 ;38 0,002

!Correspond au seuil utilisé pour les analyses principales.

’Changement dans les indices d’alpha diversit¢é quand la concentration de I’exposition d’intérét est multiplié par la fonction
exponentielle, ou comparé a la catégorie de référence ; ajusté pour toutes les variables listées dans le Tableau S 2.

JIC : Intervalle de Confiance.
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Discussion

1. Vue d’ensemble

Dans notre cohorte frangaise couple-enfant, nous avons observé que I'exposition
maternelle a 1'éthylparabéne pendant le deuxiéme trimestre de la grossesse influencait la diversité
phylogénétique de Faith et que I'exposition de I'enfant au butylparabéne a 2 mois influengait la
richesse spécifique et la diversité phylogénétique de Faith du microbiote des enfants a un an. Les
expositions périnatales aux métabolites de phtalates ont perturbé les trois indices de diversité
¢tudiés a l'age d'un an. L'exposition aux métabolites DINP au cours du deuxiéme trimestre,
spécifiquement I'oxoMiNP et le cxMiNP, et l'exposition aux métabolites DEP a 2 mois,
spécifiquement 1'ohMPHP, ont été associées a une diminution de l'indice d’a-diversité¢ de
Shannon. Les métabolites du DEHP (a l'exception du MMCHP), les expositions aux métabolites
DnBP, DiBP et DEP a 12 mois étaient tous associés a une augmentation des trois indices d’alpha
diversité dans le microbiote intestinal de I'enfant d'un an.

Les expositions périnatales aux phénols, en particulier a 1'éthylparabéne au cours du
troisieme trimestre de la grossesse, au bisphénol A a 12 mois, a l'oxybenzone au cours du
troisiéme trimestre et a 2 mois, €étaient associées a une augmentation de l'abondance relative du
phylum des Firmicutes, tandis que seule l'exposition a 1'éthylparabéne au cours du troisiéme
trimestre de la grossesse était également associée a une augmentation de 1'abondance relative de
Blautia, le genre principal des Firmicutes. L'exposition maternelle au triclosan pendant le
deuxiéme trimestre de la grossesse €tait associée a une augmentation du genre Blautia dans le
microbiote intestinal de I'enfant d'un an. Nous n'avons pas observé d'associations claires entre les
expositions périnatales aux phénols et les abondances relatives des phyla Actinobacteria et
Bacteroidetes et de leurs principaux genres Bifidobacterium et Bacteroides, respectivement, a
I'exception de l'exposition maternelle a l'oxybenzone au cours du deuxiéme trimestre de la
grossesse, qui était associée a une augmentation du phylum Actinobacteria et de son genre
principal Bifidobacterium. Les expositions postnatales aux phénols, en particulier a
I'¢thylparabene et au propylparabene a 12 mois, a I'oxybenzone a 2 mois et au triclosan a 2 et 12
mois, ont été associées a une diminution de I'abondance relative du phylum des protéobactéries
et a une diminution de l'abondance relative d’Escherichia Shigella, son principal genre, dans le
microbiote intestinal de I'enfant d'un an. Les expositions aux PFCs pendant le deuxiéme trimestre
de la grossesse, en particulier le PFHxS, le PFOS, le PFHpS et le PFHpA, ont été associées a une
diminution de l'abondance relative du genre Escherichia Shigella ; et le PFNA a été associé a
une augmentation de l'abondance relative du phylum Actinobacteria et de son principal genre

Bifidobacterium. Enfin, l'exposition périnatale aux métabolites de phtalates a induit des
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perturbations dans la composition du microbiote intestinal d'un enfant d'un an. Plusieurs
expositions aux métabolites de phtalates ont induit une augmentation de I'abondance relative du
phylum des Firmicutes (MEOHP, MECPP, MEHHP, MiBP, ohMPHP a 12 mois ; MBzP a 2
mois et MEP pendant le deuxiéme trimestre de la grossesse) mais pas de son principal genre
Blautia. L'abondance relative du phylum Actinobacteria et du genre Bifidobacterium dans le
microbiote intestinal de l'enfant d'un an a diminué avec l'exposition au MEHP pendant le
troisieme trimestre de la grossesse et I'exposition a 'oxoMINCH a 2 mois, et a augmenté avec les
expositions a 'ohMINCH et a I'oxoMINCH a 12 mois. Le phylum Bacteroidetes et son principal
genre Bacteroides a un an ont augmenté avec l'exposition au MECPP a 2 mois et ont diminué
avec les expositions au MBzP et au MEP pendant le deuxiéme trimestre de la grossesse.
L'abondance relative du phylum des protéobactéries dans le microbiote intestinal de I'enfant d'un
an a diminué avec quelques expositions postnatales aux métabolites de phtalates (métabolites

MEHP et DINCH a 12 mois, et MnBP a 2 mois).

2. Comparaison avec la littérature

Peu d'études épidémiologiques ont analysé l'effet du triclosan sur la composition et la
diversité du microbiote dans la petite enfance. Bever et al. (63) ont cherché a vérifier I'hypothese
selon laquelle la présence de triclosan dans le lait maternel est corrélée a des changements dans
le microbiome du nourrisson. Un total de 31 échantillons de lait maternel et de selles de
nourrissons, prélevés entre 8 et 13 semaines aprés l'accouchement, ont été analysés pour
déterminer 1’exposition au triclosan et la composition du microbiome fécal respectivement. Dans
leur analyse d’alpha diversité, les échantillons de selles des nourrissons nourris au lait maternel
avec des niveaux détectables de triclosan présentaient une diversité alpha significativement plus
faible selon l'indice de Shannon (p = 0,025), mais pas selon l'indice Chaol (p = 0,97). Cela
suggere que si l'exposition au lait maternel contenant des niveaux détectables de triclosan n'a pas
réduit la richesse (nombre total d'OTU) évaluée par I'indice Chaol, elle a entrainé une réduction
de l'uniformité (indice Shannon). Ces résultats sont difficiles a comparer aux notres car nous
n'avons pas étudi¢ le microbiote intestinal d'enfants a la méme période de développement et
parce que nous n'avons pas dosé¢ le triclosan dans la méme matrice biologique. De plus, cette
étude présente plusieurs limites car elle est basée sur un petit échantillon, le dosage du triclosan
dans le lait maternel présente un intérét limité car le lait maternel n'est peut-étre pas la seule
source d'exposition des nourrissons, et parce que les voies principales d'élimination du triclosan
chez I'homme sont l'urine et les féces. Ribado et al. (62) ont testé si 1'exposition au triclosan
dans certains produits ménagers et dhygiéne corporelle perturbait les communautés

microbiennes des meres et de leurs nourrissons dans une étude randomisée avec des produits
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ménagers et d'hygiéne corporelle contenant du triclosan pendant la premiére année suivant la
naissance. La randomisation dans le groupe triclosan (n=17 ménages) n'a pas été associée a une
diminution de la diversit¢ du microbiote intestinal (indice de Shannon) et de la richesse des
especes (indice Chaol) chez les nourrissons lors des visites effectuées a 2, 6 ou 10 mois apres la
naissance. Dans notre étude, I'exposition pré ou post-natale au triclosan n'était pas non plus
associée a des changements significatifs dans la richesse ou la diversit¢ du microbiote intestinal
de l'enfant d'un an. Cependant, leurs résultats sont en désaccord avec les notres concernant les
effets de 1'exposition au triclosan sur les abondances des taxons bactériens. Ils ont comparé les
taxons selon les tertiles supérieurs et inférieurs des niveaux de triclosan urinaire a 6 mois, sans
tenir compte du groupe d’affectation. Les nourrissons ayant des niveaux de triclosan plus élevés
ont montré un enrichissement statistiquement significatif du phylum Proteobacteria dans leurs
¢chantillons de selles, et Bacteroides fragilis était enrichi chez les nourrissons ayant des niveaux
de triclosan plus faibles (p-value ajustée < 0,1). Inversement, dans notre étude, l'exposition au
triclosan a 2 et 12 mois a diminué l'abondance relative des protéobactéries et n'a pas été associée
de maniere significative aux perturbations de l'abondance relative du genre Bacteroides dans le
microbiote intestinal des enfants d'un an. Il est difficile de dire si ce manque de concordance est
da a une faible puissance ou a de faibles niveaux d'exposition dans I'é¢tude de Ribaldo et al. ou a
la mesure de 'exposition dans la notre. Dans une étude croisée randomisée en double aveugle de
Poole et al. (64), 16 participants au total ont recu des produits ménagers et d'hygiéne contenant
du triclosan et du triclocarban ou ne contenant pas de triclosan/triclocarban pendant 4 mois, puis
ont regu les autres produits pendant 4 mois supplémentaires. Bien qu'il y ait eu une différence
significative entre les concentrations de triclosan dans l'urine entre les phases exposées et non
exposées, aucune différence n'a été trouvée dans la composition du microbiote dans les
échantillons de selles prélevés pendant la seconde moiti¢ de chaque période. Les niveaux de
bactéries du genre Bacteroides ont diminu¢ dans la phase triclosan mais aucune de ces
associations n’était significative apres correction pour comparaison multiple. Bien que cette
étude soit limitée par la petite taille de 1'échantillon et 'administration imprécise de triclosan, ses

résultats sont cohérents avec les notres.

A notre connaissance, aucune étude épidémiologique antérieure n'a examiné l'effet de
l'exposition aux bisphénols ou aux parabénes sur le microbiote intestinal des enfants. Pour cette
raison, nous avons comparé nos résultats avec ceux d’études toxicologiques sur des modeles
animaux. Dans notre étude, nous n'avons trouvé aucune association significative entre les
expositions au BPA et les indices de diversité alpha, mais I'exposition au BPA a 12 mois était
positivement associée a l'abondance relative du phylum Firmicutes dans le microbiote intestinal

des enfants d'un an. Des études antérieures sur le BPA réalisées sur des modéles animaux a
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différentes doses ont également révélé une modification de 1'abondance relative des bactéries de
la famille des Firmicutes, comme les Ruminococcaceae et les Lachnospiraceae, qui produisent
des acides gras a chaine courte (75,76,102). Une diminution des Bifidobactéries et de certains
groupes de Clostridia a également été observée en réponse a une exposition périnatale au BPA
(75,78). Un changement dans la composition bactérienne des Bacteroidetes vers les Firmicutes a
été précédemment identifié comme un marqueur du risque cardiométabolique (103) et une
diminution des Bifidobacteria et de certains groupes de Clostridia sont liés a l'obésité et au
diabéte (78,104). Dans notre étude, nous n'avons pas observé de diminution des Bifidobacterium
au niveau du genre avec l'exposition périnatale au BPA. Outre les questions liées a la puissance
et a l'erreur de classification de l'exposition (ce qui est préoccupant étant donné les tres fortes
variations intra-sujet du bisphénol A), cela pourrait s'expliquer par le fait que les enfants

SEPAGES d'un an n'ont pas encore un microbiote mature.

Concernant les PFCs, Iszatt et al. (52) ont étudié 1'effet des toxiques environnementaux
présents dans le lait maternel, notamment les PFCs, de 267 meéres et la composition du
microbiote intestinal de leurs nourrissons a un mois. Ils ont mis en évidence que le PFOS ¢était
associé a une moindre diversité phylogénétique (-5%, IC : -9 ; -1%), et richesse spécifique (-7%,
IC : -12; -1%). Notre ¢étude ne confirme pas les résultats d'Iszatt et al. a deux mois, I'exposition
maternelle aux PFOS pendant le deuxiéme trimestre de la grossesse n'était pas significativement
associée a la richesse spécifique et a la diversité du microbiote intestinal des enfants SEPAGES a
un an, mais le PFHxS (f=-3,2, CI : -6,1 ; -0,3), le PFOS (B=-3,8, CI : -6,8, -0,8), le PFHpS (B= -
2,8, Cl:-5,6,-0,07) et le PFHpA (B=-3,9, CI: -7,7, -0,09) au cours du deuxi¢me trimestre de la
grossesse ¢taient associés a une diminution de I'abondance relative du genre Escherichia Shigella
chez les enfants SEPAGES a un an. Cependant, le microbiote n'a pas été évalué¢ a la méme
période, les expositions ont été évaluées dans différentes matrices biologiques et a différentes
périodes dans les deux études, ce qui limite la comparabilité. D'autres études sur 1'influence de
'exposition prénatale aux PFCs sur le microbiote intestinal devraient étre menées a partir de

méconium et de selle a deux mois chez les enfants de la cohorte SEPAGES.

Dans une ¢étude de cohorte prospective de Yang et al. (73), des nouveau-nés souffrant de
détresse respiratoire qui ont recu des perfusions intraveineuses du 1° au 5™ jour postnatal ont
¢été inscrits dans le groupe DEHP (n = 15), et des nouveau-nés qui n'ont pas recu de perfusions
intraveineuses durant cette période ont été inscrits dans le groupe témoin (n = 10). L'analyse des
métabolites de phtalates urinaires a révélé que les concentrations calculées de DEHP des
nouveau-nés traités étaient plus élevées que celles du groupe témoin (p = 0,0001). L'exposition

au DEHP a modifié les communautés bactériennes en terme de diversité béta, avec notamment
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une diminution de Rothia sp. et de Bifidobacterium longum dans le groupe traité au DEHP. Dans
notre ¢tude, nous n'avons pas testé I'effet de I'exposition au DEHP sur le genre Rothia, en raison
de sa trés faible abondance relative dans le microbiote intestinal de I'enfant d'un an, mais nous
avons constaté que l'exposition au MEHP, un métabolite du DEHP, pendant le troisiéme
trimestre de la grossesse était significativement associée a une diminution du phylum
Actinobacteria et du genre Bifidobacterium. D'autres expositions a des métabolites du DEHP (en
particulier le MEOHP, le MEHHP et le MMCHP) au cours du troisiéme trimestre de la grossesse
ont également eu tendance a diminuer l'abondance relative du genre Bifidobacterium dans notre

étude (p<0,1).

3. Plausibilité biologique

Nous avons étudié les effets du triclosan sur le microbiote intestinal en raison de ses
propriétés antimicrobiennes. Une grande variété d'effets néfastes sur la santé a été signalé dans
des études animales en relation avec l'exposition au triclosan, notamment des perturbations
endocriniennes, des cancers, une baisse de la fertilit¢é et une diminution de la fonction
immunitaire. (105). Le triclosan est connu pour étre utilisé dans les produits cosmétiques et de
soins personnels, tels que les savons, les déodorants ou les dentifrices, ou il peut encore étre
utilis€ comme agent conservateur et antimicrobien. Il est utilis¢ dans de nombreux produits
ménagers tels que les détergents. Dans les établissements de santé, il est présent dans les
antiseptiques et les désinfectants. Au sein de I’Union Européenne, le triclosan ne peut étre utilisé
dans les denrées alimentaires et les produits de rasage, mais il est autorisé dans les cosmétiques a
une concentration maximale de 0,3 % et dans les bains de bouche a une concentration maximale
de 0,2 %. La déclaration de Florence sur le triclosan et le triclocarban (106) explique la
préoccupation concernant 1’utilisation du triclosan, en partie parce que l'utilisation excessive de
ce produit chimique peut contribuer a la résistance aux antibiotiques et antimicrobiens (107-110)
et modifier le microbiome (66). L'enrichissement en protéobactéries a ét€¢ associ€¢ mais n'est pas
directement corrélé a une augmentation des geénes de résistance aux antibiotiques dans le
microbiote intestinal humain, indépendamment de l'exposition aux antibiotiques (111). Cela
suggere que les especes de protéobactéries n'hébergent pas nécessairement des genes de
résistance aux antibiotiques dans le microbiome intestinal, mais que leur expansion peut servir
de marqueur pour une résistance accrue aux antibiotiques dans une communauté. Le triclosan
peut étre absorbé et atteindre la circulation systémique par la muqueuse de la cavité buccale
(112), par exposition cutanée a travers la peau (113,114), et, aprés une exposition orale, par le

tractus gastro-intestinal (112,115,116). Le foie est 'organe présentant la plus forte concentration

Page 74 sur 104



de triclosan. Le tissu adipeux présente la deuxiéme plus forte concentration, suivi du cerveau
(117). Le foie est le principal organe métabolisant le triclosan ; cependant, une petite quantité est
métabolisée dans la peau. Le triclosan est excrété principalement par ses conjugués (114,116), sa
principale voie d'élimination chez I'homme est l'urine et I'élimination fécale est la voie
secondaire (115,116). Concernant son mécanisme d'action, il s'agit d'un agent antimicrobien a
large spectre et son action est principalement bactériostatique ou fongistatique, de faibles
concentrations inhibant la croissance de nombreuses bactéries Gram positives (y compris
certaines mycobactéries) et négatives. Le triclosan est actif sur les membranes (118) mais des
¢tudes ont également indiqué que ses propriétés d'inhibition de la croissance de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli et d'autres bactéries proviennent du fait qu'il bloque la biosynthese des
lipides en inhibant spécifiquement I'énoyl-acyl carrier protein (ACP) réductase NADH-
dépendante, Fabl (119). Fabl est un polypeptide chez les plantes et les bactéries (y compris les
mycobactéries) mais fait partie d'un polypeptide complexe chez les animaux et les champignons.
En microbiologie, la concentration minimale inhibitrice (CMI) est la concentration la plus faible
d'un agent antibactérien, qui empéche la croissance visible d'une ou plusieurs bactéries, et la
concentration minimale bactéricide (CMB) est la concentration minimale d'un agent
antibactérien qui entraine la mort de la bactérie. Plus la CMI est proche de la CMB, plus le
composé est bactéricide. Le spectre du triclosan comprend une activité élevée (CMI faibles
souvent de l'ordre de 0,01-0,1 mg/L) contre les staphylocoques, certains streptocoques, certaines
mycobactéries, Escherichia coli et Proteus spp. Les entérocoques sont beaucoup moins sensibles

que les staphylocoques, et Pseudomonas aeruginosa est résistant (120).

Les parabénes sont utilisés comme agents conservateurs dans les cosmétiques et les
produits de soins personnels en raison de leurs propriétés antibactériennes et antifongiques, ainsi
que dans les aliments ou les produits pharmaceutiques. Les contacts cutanés avec des
cosmétiques ou des produits de soins corporels contenant des parabenes représentent 1'une des
voies d'exposition potentielles pour la population générale. L'exposition peut également se
produire par voie orale lors de la consommation d'aliments ou de produits pharmaceutiques
contenant des parabenes ou lors de l'ingestion de poussiere domestique (121). Cependant,
l'utilisation des parabénes dans l'industrie alimentaire diminue dans 1'Union Européenne en
raison de réglementations plus strictes (le propylparabeéne a ¢été retiré de la liste des additifs
alimentaires autorisés). La contamination de I'eau par les parabénes semble étre principalement
due a leur utilisation dans les cosmétiques et les produits de soins personnels. Aprés une
exposition orale, les parabénes sont rapidement absorbés par le tractus gastro-intestinal, puis

distribués dans le corps humain sans se bioaccumuler. Ils sont ensuite hydrolysés en acide para-
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hydroxybenzoique, le principal métabolite, par des estérases présentes dans la peau, le foie et les
muqueuses digestives et respiratoires. L'acide para-hydroxybenzoique est ensuite excrété soit
directement dans l'urine, soit aprés sulfo- ou glucuroconjugaison ou conjugaison a la glycine
(122). Chez le lapin, le méthylparabéne absorbé par voie orale est majoritairement (86%) éliminé
dans les 24 heures sous forme d'acide para-hydroxybenzoique ou de ses conjugués. Seuls 0,2 a
0,9 % de la dose administrée sont présents sous forme inchangée dans l'urine. Chez des animaux
de laboratoire, il a ¢été observé que I'éthylparabéne et le propylparabéne ingérés sont
compleétement éliminés aprés 72 heures (122). Chez 1'homme, les parabénes peuvent étre
hydrolysés en acide para-hydroxybenzoique avant I'excrétion urinaire, mais ils peuvent
¢galement étre excrétés intacts sous forme d'esters (123). La fraction des parabénes excrétée sous
forme de "parabénes parents" (libres ou conjugués) par rapport a la fraction excrétée sous forme
d'acide para-hydroxybenzoique n'est pas connue. Les parabénes sont stables, efficaces dans une
large gamme de pH et actifs contre un large spectre de micro-organismes. On suppose qu'ils
agissent en perturbant les processus de transport membranaire ou en inhibant la synthése de
I'ADN et de I'ARN ou de certaines enzymes clés, comme les ATPases et les phosphotransférases,
chez certaines especes bactériennes (124). Depuis juillet 2013, les produits cosmétiques vendus
sur le marché de 1'Union Européenne doivent étre conformes au réglement n°1223/2009 du
Parlement et du Conseil de novembre 2009 relatif aux produits cosmétiques. Les parabénes
figurent a l'annexe V du réglement cosmétique (liste des conservateurs autorisés dans les
produits cosmétiques). Cette annexe autorise une concentration maximale de 0,4% pour
I'éthylparabene et le méthylparabene, 0,14% pour le butyl- et le propyl-parabene et 0,8% pour un
mélange d'esters (125).

Les bisphénols sont des produits chimiques de synthése utilisés principalement dans la
production de polycarbonates et de résines €époxy. Le bisphénol A est défini comme un
perturbateur endocrinien par I'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) et I’'Union Européenne,
"présumé toxique pour la reproduction” et classé comme substance extrémement préoccupante
(SVHC) par 1'Agence européenne des produits chimiques (ECHA). Il est soupgonné d'étre
associ¢ a de nombreuses maladies (diabéte, obésité, maladies cardiovasculaires, respiratoires et
rénales, et cancers). Les bisphénols S sont utilisés depuis plusieurs années comme alternative au
BPA. Les données sur la toxicit¢ du bisphénol S manquent encore, mais certaines études
montrent qu'il joue un rdle de perturbateur endocrinien similaire a celui du BPA. Les études de
toxicocinétique orale chez I'homme indiquent que le BPA est absorbé de maniére importante,
rapide et presque complete, plus de 80% de la dose ingérée étant métabolisée par conjugaison

pour former principalement du BPA-glucuronide et du BPA-sulfate dans les 5 heures suivant
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'exposition (126). La glucuronidation se produit principalement dans l'intestin et est catalysée
par l'enzyme codée par le géene UGT 2B15, dont le polymorphisme peut expliquer les différences
interindividuelles dans la capacité a métaboliser le BPA (127). Le BPA-conjugué est distribué
dans tous les tissus, sans affinité pour un organe particulier. Le pic plasmatique est atteint en 80
minutes et la concentration diminue de facon exponentielle (temps de demi-vie = 89 minutes). Le
glucuronide est libéré par le foie dans la circulation systémique et excrété dans l'urine. Chez la
femme enceinte, le BPA traverse la barriére placentaire et les concentrations mesurées dans le
tissu feetal sont du méme ordre de grandeur que celles mesurées chez la mere (126). Le BPA se
retrouve facilement dans la circulation feetale en raison de sa faible affinité pour 1'a-feetoprotéine,
et la B-glucuronidase présente dans le placenta et le foie foetal est susceptible d'entrainer la
déconjugaison du BPA et donc I'exposition du feetus au BPA libre (128). Comme le BPA, le BPS
est métabolisé en glucuronides par les enzymes UGT et est rapidement ¢éliminé dans les urines.
Les bisphénols sont principalement éliminés par voie urinaire sous leur forme conjuguée, de
manicre diphasique avec une premiere phase d'élimination rapide en 4,5-8,5 heures apres

exposition orale, puis une seconde phase d'élimination plus lente : entre 8,5 et 24 heures (126).

Les PFCs sont un groupe de produits chimiques fabriqués par 'homme, utilisés dans un
large éventail d'applications en tant qu'agents antitaches, anti-graisse et hydrofuges. Les PFCs
sont présents dans les emballages, les assiettes en papier, les tapis résistants aux taches, les
solutions de nettoyage de tapis, les liquides de lavage de pare-brise et les mousses anti-incendie,
ainsi que dans certains adhésifs, cosmétiques, produits pharmaceutiques, électroniques, produits
de nettoyage, cires, insecticides et peintures (129). Depuis 2009, le PFOS et ses dérivés sont
inclus dans la Convention internationale de Stockholm visant a éliminer leur utilisation. Le
PFOS fait déja l'objet de restrictions dans 1'UE depuis plus de 10 ans, en vertu du réglement de
I'Union européenne sur les polluants organiques persistants (POP). En outre, la Convention de
Stockholm réglemente 1'élimination mondiale du PFOA, de ses sels et des composés apparentés
au PFOA. Le PFOA est interdit en vertu du réglement sur les POP depuis le 4 juillet 2020. II est
envisagé d'inclure l'acide perfluorohexane sulfonique (PFHxS), ses sels et les composés
apparentés dans la Convention de Stockholm et de procéder a leur élimination mondiale. Le
PFOS et le PFOA sont facilement absorbés par l'intestin. Contrairement a la plupart des produits
chimiques persistants, ils se lient aux protéines plutot qu'aux lipides et se distribuent
principalement dans le sérum sanguin, les reins et le foie (130). Plusieurs PFCs ont été mesurés
dans le sang du cordon ombilical humain, ce qui indique qu'ils peuvent traverser le placenta
(131,132). Le PFOS et le PFOA sont faiblement ¢liminés et ne sont pas métabolisés. Les demi-

vies humaines sont d'environ 5,4 ans pour le PFOS et 3,8 ans pour le PFOA (129). En raison de
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leur utilisation répandue et de leur persistance, presque toute la population générale a maintenant

des niveaux détectables de PFCs dans le sang (133,134).

Les phtalates sont des substances chimiques présentes dans de nombreux produits de
consommation (emballages alimentaires, jouets, revétements de sol en vinyle, cosmétiques,
produits d'entretien ménager, peintures, etc.) Ils sont considérés comme des perturbateurs
endocriniens par le Programme des Nations unies pour l'environnement (PNUE) et
'Organisation mondiale de la santé. La plupart des phtalates sont également classés comme
toxiques pour la reproduction (catégorie 1B) dans le cadre du reéglement européen 1272/2008,
relatif a la classification, 1'étiquetage et 1'emballage des substances et des mélanges. Des effets
sont suspectés sur le systeme reproducteur masculin et sur la fonction thyroidienne. L'exposition
prénatale pourrait perturber le développement de certains tissus ou organes, avec des
conséquences sanitaires possibles a l'dge adulte, voire aprés plusieurs générations, par des
mécanismes ¢épigénétiques. En France, l'utilisation des phtalates est réglementée par la
réglementation REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals),
des réglementations européennes adaptées en lois francaises et d'autres décrets spécifiques a la
France. Les restrictions varient en fonction du type de produit concerné. Par exemple, pour les
jouets et articles de puériculture, la décision de la Commission du 7 décembre 1999
(1999/815/CE) puis la directive 2005/84/CE ont interdit la mise sur le marché de jouets et
articles de puériculture en PVC souple contenant du DINP, DEHP, DBP, DIDP, Di-n-octyl
phthalate (DNOP) et BBP. L'utilisation large et variée des phtalates est susceptible d'entrainer
une contamination omniprésente de I'environnement. Ainsi, I'exposition aux phtalates peut étre
liée a I'alimentation, a l'air intérieur ou au contact direct avec les équipements et produits dans
lesquels ils sont présents. L'absorption des phtalates dépend de plusieurs facteurs, notamment de
la dose, de la voie d'exposition et du poids moléculaire du composé (70). L'absorption orale des
phtalates est rapide et presque compléte. Chez I'homme, 1'absorption digestive est d'environ 75%
pour le DEHP et de plus de 90% pour le DnBP et le DiBP, 24 heures apres I'exposition (135).
L'absorption cutanée concerne principalement les phtalates de faible poids moléculaire, tels que
le DEP et le DnBP (136). Les phtalates sont rapidement distribués dans le corps sans affinité
pour un organe ou un tissu particulier et subissent ensuite plusieurs étapes de biotransformation.
Tout d'abord, les composés parents sont hydrolysés en monoesters simples, via des estérases
présentes notamment dans le tube digestif ou le foie. Ces monoesters sont ensuite oxydés par
l'action des mono-oxygénases du cytochrome P450, puis d'autres oxydations sont possibles pour
former un oxo-dérivé ou un aldehyde (70). Les monoesters simples ou oxydés sont le plus

souvent ¢€liminés par voie urinaire, sous forme d'acide glucuronique conjugué ou non. Les
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phtalates de faible poids moléculaire tels que DEP, DnBP, DiBP ou BBzP sont éliminés sous
forme de monoesters simples (MEP, MnBP, MiBP, MBzP) alors que les phtalates de haut poids
moléculaire, tels que DEHP ou DiNP, sont principalement ¢liminés sous forme de métabolites
hydroxylés ou oxydés. L'élimination des phtalates est diphasique avec une premiére phase
d'élimination rapide et une seconde phase plus lente aprés conjugaison a l'acide glucuronique.
Selon le métabolite du phtalate, les demi-vies d'élimination sont comprises entre 2 et 48 heures

(70,135).

4. Forces et limites

Notre étude est basée sur une cohorte prospective couple-enfant avec des données de
questionnaire riches pour évaluer les facteurs de confusion potentiels. Nous avons procédé a une
évaluation approfondie de 1'exposition a 3 familles de polluants (phénols, composés perfluorés et
phtalates) et les mesures de ces toxiques dans les urines et le sérum nous permettent d'étudier
I'ensemble de la période postnatale chez des enfants qui ne sont pas exclusivement allaités au
sein. L'ADN bactérien a été extrait d'échantillons fécaux a 1'aide d'une technique dont il a été
prouvé qu'elle permettait une représentation précise de la communauté microbienne globale
(validée par le projet européen MetaHIT et les normes internationales sur le microbiome
humain). Bien que, pour les produits chimiques a demi-vie courte et a forte variabilité intra-
individuelle tels que le triclosan, les deux semaines de collecte d'urine sur lesquelles nous nous
sommes appuy€s ne peuvent étre considérées comme représentatives de 1'exposition au cours des
neuf mois de grossesse, mais cette méthodologie a montré, pour une taille d'échantillon donnée,
une diminution du biais dans les estimations des effets et une augmentation de la puissance par
rapport aux études reposant sur un seul échantillon d'urine par sujet. (91,94). Les mesures
inférieures a la limite de détection (LOD) ont été traitées selon 1'approche "fill-in", une méthode
qui s'est avérée limiter les biais par rapport a I'imputation simple (137). Cette approche n'a pas pu
étre utilisée pour certaines mesures chimiques, qui présentaient trop de valeurs inférieures a la

limite de détection.

Il convient également de reconnaitre certaines limites. Tout d'abord, en ce qui concerne
les expositions aux PFCs, nous nous sommes concentrés sur la période prénatale (autour de 18
semaines de gestation) sans aucune information sur les expositions postnatales. L'exposition aux
phénols et aux phtalates dans la cohorte SEPAGES a été étudiée plus finement, autour de 18 et
34 semaines de gestation pour les expositions prénatales, et autour de 2, 12 et 36 mois pour les

expositions postnatales. Ensuite, malgré le fait que les analyses aient été ajustées pour les
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facteurs de confusion potentiels, des facteurs de confusion résiduels ne peuvent étre écartés.
Notamment, l'exposition a d'autres toxiques que les phénols, les composés perfluorés et les
phtalates, n'a pas été prise en compte dans cette é¢tude. Cependant, d'autres études ont suggéré
que les biomarqueurs de I'exposition aux phénols sont faiblement corrélés avec d'autres polluants
(138,139). Enfin, les femmes de la cohorte SEPAGES avaient tendance a avoir un niveau
d'éducation plus €levé, a étre plus agées et a fumer moins que la moyenne des femmes enceintes
frangaises (90). Le manque de représentativité n'est, en général, pas une limite dans les études

étiologiques (140).
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Tableau S 5 : Comparaison des indices d’alpha diversité a différents seuils de raréfaction.

Indices d’alpha diversité

Richesse spécifique
Inconnu

Indice de Shannon
Inconnu

Diversité phylogénétique de Faith

Inconnu
'Médiane (Ecart Interquartile).

*Test de la somme des rangs de Kruskal-Wallis.

2,60 (2,25 ;2,92) 2,60 (2,25 ;2,93)

282 (237 ;333) 302 (250 ; 351)

Seuil 10 000! p-value’
96 (78 ; 120) <0,001
17
2,59 (2,25 ; 2,93) >0,9
17
355 (305 ;420) <0,001
17



THESE SOUTENUE PAR : Mme Aline Davias

TITRE :

EXPOSITION A TROIS FAMILLES DE POLLUANTS ET MICROBIOTE
INTESTINAL CHEZ LES ENFANTS DE UN AN DANS LA COHORTE SEPAGES

Conclusion

Cette thése suggere qu'une exposition a des polluants tels que les phénols (en particulier
I’éthylparabene, le butylparabéne et le bisphénol S) et les phtalates (DINP, DEHP, DBP, DiBP et
DEP ou leurs métabolites) peut influencer I’a-diversité du microbiote intestinal au début de la vie
; et qu'une exposition a des phénols (en particulier 1’éthylparabéne, le propylparabene, le
bisphénol A, I’oxybenzone et le triclosan), des composés perfluorés (en particulier le PENA, le
PFHxS, le PFOS, le PFHpS et le PFHpA), et des phtalates ou apparentés (DEHP, DBP, DiBP,
BBzP, DEP, DINCH ou leurs métabolites) peut influencer la teneur du microbiote intestinal en
certains phyla et genres au début de la vie. Les résultats obtenus avec le triclosan, le bisphénol A
et les métabolites du DEHP sont en accord avec certains travaux toxicologiques antérieurs.
Cependant cette étude est la premiere a présenter les résultats de 1I’impact de 1’exposition
périnatale a de nombreux polluants sur le microbiote intestinal des enfants a un an issus de
I’importante cohorte couple-enfant SEPAGES. Les questions du maintien éventuel de ces effets
dans I’enfance et de leurs conséquences sanitaires mériteraient d’étre étudiées. Des échantillons
fécaux ont été recueillis jusqu'a quatre fois au cours des trois premicres années de vie de l'enfant,

et permettront de telles études.
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Mme Aline DAVIAS

EXPOSITION A TROIS FAMILLES DE POLLUANTS ET MICROBIOTE
INTESTINAL CHEZ LES ENFANTS DE UN AN DANS LA COHORTE SEPAGES

RESUME

Contexte : Le microbiote intestinal est un ensemble de micro-organismes commensaux
généralement non pathogénes, vivant en symbiose dans notre tractus gastro-intestinal. Il joue un
role dans les fonctions digestives, métaboliques, immunitaires et neurologiques. Sa sensibilité
aux facteurs externes est actuellement trés peu caractérisée. Jusqu'a récemment, les outils
techniques disponibles pour le décrire et étudier son role et sa sensibilité aux facteurs
environnementaux étaient limités, mais le développement des techniques de séquencage a haut
débit du matériel génétique a donné un nouvel ¢élan a ces recherches. L'objectif de cette thése
¢tait de contribuer a la compréhension de la sensibilité du microbiote intestinal au début de la vie
a des produits chimiques spécifiques auxquels la population est largement exposée.

Méthodes : Nous avons étudié les associations entre 'exposition a trois familles de polluants
(phénols, composés perfluorés et phtalates) et la composition du microbiote intestinal de 1'enfant.
Nous avons collecté 360 échantillons de selles d'enfants a un an parmi la cohorte couple-enfant
SEPAGES, a partir desquels 'ADN a été extrait, amplifi¢ et le géne de I'ARN 16S a été
séquencé, permettant une assignation taxonomique. Les polluants ont été évalués dans des
¢chantillons répétés d'urine collectés a différentes périodes pré- et post-natales pour les phénols
et les phtalates et dans le sérum pour les composés perfluorés. Des modeles de régression
linéaire ont permis de caractériser les associations de chaque produit chimique avec la richesse
spécifique du microbiote, la diversité de Shannon et la diversité phylogénétique de Faith du
microbiote intestinal, et 1'abondance relative des quatre phyla et genres les plus fréquents du
microbiote intestinal.

Résultats : Plusieurs produits chimiques ont été¢ associés a des perturbations de la diversité et de
la composition du microbiote intestinal de 1'enfant ; plus précisément, la diversité du microbiote
¢était associée aux niveaux de parabénes, de bisphénol S et de métabolites de phtalates ; et la
composition du microbiote était associée aux parabenes, au bisphénol A, a l'oxybenzone, au
triclosan, aux métabolites de phtalates et aux composés perfluorés.

Conclusions : Ces résultats suggerent que I'exposition aux produits chimiques des familles des
phénols, des composés perfluorés et des phtalates peut entrainer des perturbations a la fois dans
la diversité et dans la composition du microbiote intestinal des enfants. Ces résultats doivent étre
interprétés avec prudence étant donné la multiplicité des associations testées. Les implications
potentielles de ces altérations induites par les toxiques pour la santé des enfants restent a étudier.

MOTS CLES : microbiote intestinal, expositions environnementales, cohorte couple-enfant
SPECIALITE : Recherche
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